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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa sistémica, causada
pelos parasitos protozoarios do género Leishmania, endémica em paises
tropicais e subtropicais. Por acometer principalmente populagbes de baixa
renda em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, a leishmaniose se
encaixa no perfil das doencas negligenciadas, em razao de seu baixo retorno
financeiro para a industria farmacéutica. Devido ao alto custo, restrices e
efeitos colaterais dos atuais farmacos utilizados na terapéutica da
leishmaniose, ha a real necessidade de identificar e desenvolver novas
alternativas como a de reposicionamento de farmacos, que se trata de uma
nova indicacdo terapéutica para um farmaco ja disponibilizado no mercado.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antileishmania de
farmacos anti-histaminicos e identificar marcadores celulares e moleculares
relacionados a resposta terapéutica, usando um sistema de infeccéo in vitro.
Foram realizados em Leishmania (Leishmania) intantum: i) a triagem de
quatro farmacos anti-histaminicos, sendo eles: cetirizina (CTZ), ciproeptadina
(CPH), fexofenadina (FXF) e meclizina (MCZ); ii) o estudo das alteragbes
celulares e moleculares com o farmaco cinarizina (CNZ) e o0s que
apresentaram atividade contra a forma amastigota. Para isto, foi feito estudos
de concentragao efetiva 50% (CEso) em promastigota e amastigota de L. (L.)
infantum, concentracao citotoxica 50% (CCso) em células de mamifero e apés
foram analisadas a permeabilidade de membrana plasmatica, o potencial de
membrana mitocondrial, a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e a producao de tidis por meio de ensaios fluorimétricos e as ultra-estruturas
celulares por microscopia eletronica de transmisséo e o perfil de expresséo
génica por gPCR. Os resultados mostraram que CPH e MCZ apresentaram
atividade antileishmania contra promastigotas, com CEso de 7 e 22 uM,
respectivamente. CPH e MCZ eliminaram os amastigotas, com CEso de 30 e
35 uM, respectivamente. Os farmacos CTZ e FXF nao apresentaram atividade
contra ambas as formas do parasito. CNZ, CPH e MCZ provocaram em
promastigota: i) alteracdo na permeabilidade da membrana plasmaética; ii)
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial, provocando danos
celulares associados com o sistema bioenergético; iii) alteragdo no perfil de
expressdo génica de 11 genes que codificam para diferentes funcdes
celulares. Estes dados, além de apresentarem resultados direto para o
tratamento das leishmanioses, com o desenvolvimento de novas alternativas,
apresenta um grande potencial como sistema de avaliacdo de resposta
terapéutica de varios tipos de farmacos.

Palavras-chave: leishmaniose visceral; reposicionamento de medicamentos;
antagonistas dos receptores anti-histaminicos; espectrometria de
fluorescéncia; microscopia eletronica; expressao génica.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (LV) is a systemic infectious disease caused by
protozoan parasites of the genus Leishmania, endemic in tropical and
subtropical countries. Leishmaniasis fits the profile of neglected diseases
because of its low financial returns to the pharmaceutical industry, as it mainly
affects low-income populations in developing and underdeveloped countries.
Due to the high cost, restrictions and side effects of the current drugs used in
the treatment of leishmaniasis, there is a real need to identify and develop new
alternatives such as drug repositioning, which is a new therapeutic indication
for a drug already available in the market. Thus, the objective of this study was
to evaluate the antileishmanic activity of antihistaminic drugs and to identify
cellular and molecular markers related to the therapeutic response using an in
vitro infection system. Leishmania (Leishmania) intantum: i) the screening of
four antihistaminic drugs: cetirizine (CTZ), ciproeptadine (CPH), fexofenadine
(FXF) and meclizine (MCZ); ii) the study of cellular and molecular alterations
with the drug cinarizine (CNZ) and those that showed activity against the
amastigote form. For this, 50% effective concentration (ECso) studies were
performed on promastigotes and amastigotes of L. (L.) infantum, 50%
cytotoxic concentration (CCso) in mammalian cells and after plasma membrane
permeability, membrane potential the production of reactive oxygen species
(ROS) and the production of thiols by means of fluorimetric assays and the
cellular ultrastructures by transmission electron microscopy and the gene
expression profile by gqPCR. The results showed that CPH and MCZ showed
antileishmania activity against promastigotes, with ECso of 7 and 22 uM,
respectively. CPH and MCZ eliminated the amastigotes, with ECso of 30 and
35 uM, respectively. The CTZ and FXF drugs showed no activity against both
forms of the parasite. CNZ, CPH and MCZ caused in promastigote: i) alteration
in the permeability of the plasma membrane; ii) depolarization of the
mitochondrial membrane potential, causing cell damage associated with the
bioenergetic system; iii) alteration in the gene expression profile of 11 genes
coding for different cellular functions. These data, besides presenting direct
results for the treatment of leishmaniasis, with the development of new
alternatives, presents a great potential as a system of evaluation of therapeutic
response of several types of drugs.

Keywords: visceral leishmaniasis; drug repositioning; antihistamine receptor
antagonists; fluorescence spectrometry; electron microscopy; gene
expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca relacionada a pobreza com duas formas
clinicas principais: leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea. Estima-se que
0,7 a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose por ano sejam relatados em
quase 100 paises endémicos. A OMS lista a leishmaniose como uma das
doencas tropicais negligenciadas, para as quais o desenvolvimento de novos

tratamentos é uma prioridade (Burza et al., 2018).

1.1.1. Agente etiolégico

Os protozoarios do género Leishmania sédo parasitos dimérficos, com
duas formas distintas (Figura 1): promastigota (flagelada), encontrada no trato
digestorio do inseto vetor, e amastigota (desprovida de flagelo externo), parasito
intracelular obrigatdrio, encontrado no interior de células fagociticas do sistema

mononuclear de hospedeiros vertebrados mamiferos (Gontijo e Carvalho, 2003).

(A) (B)
Figura 1: Formas evolutivas do género Leishmania por imagem de microscopia eletrénica de varredura.
Em (A) forma promastigota encontrada no trato digestério do hospedeiro invertebrado. Em (B) forma
amastigota presente no hospedeiro vertebrado. Fonte: Besteiro et al., 2007.

Os promastigotas sao alongados, apresentando um longo flagelo externo
emergindo da regido anterior, com formato mais arredondado e extremidade
posterior mais afilada. Seu tamanho é variavel, medindo entre 1,5 a 3 um de

largura x 16 a 20 ym de comprimento, incluindo o flagelo que normalmente tem
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tamanho igual ou maior ao corpo do parasito. O nucleo é arredondado e fica
situado no terco médio da célula e o cinetoplasto encontra-se na extremidade
anterior ao nucleo, préximo a bolsa flagelar. Quanto a mitocéndria, provida de
septos internos irregulares e pouco numerosos, mostra continuidade com a
parede do cinetoplasto localizado proximo a bolsa flagelar. O reticulo
endoplasmatico € pouco abundante; o aparelho de Golgi, vesiculas e outras
formacdes citoplasmicas ndo apresentam particularidade. O flagelo deixa o
corpo flexivel dando motilidade. (Figura 2) (Rey, 2001; Conceicao-Silva e Alves,

2014).
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Complexo de Golgi paraflagelar
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1pm

Figura 2: Representacdo esquematica da ultra-estrutura da forma promastigota de Leishmania
spp. Adaptado de Teixeira, 2013.

Os amastigotas sao ovoides, apresentam flagelo curto e interiorizado na
bolsa flagelar. O tamanho dos amastigotas varia de acordo com a espécie do
parasito, possui dimensdes entre 1,5-3 um x 3-6,5 pum de didmetro (Conceicao-

Silva e Alves, 2014). O nucleo € arredondado, ocupando cerca de um terco do
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corpo do parasito, contendo geralmente dois nucléolos e abundante material
granuloso forrando a membrana nuclear. O reticulo endoplasmatico é pouco
abundante; o complexo de Golgi, vesiculas e outras formacdes citoplasmicas
ndo apresentam particularidade. Quanto a mitocondria, provida de septos
internos irregulares e pouco numerosos, localizado proximo a bolsa flagelar
(Figura 3) (Rey, 2001).

Complexo de Golgi

Acidocalcissomos Bolsa flagelar

Flagelo

Corpo basal

Cinetoplasto
Mitocondria
Reticulo
endoplasmatico

Inclusoes Nicleo
lum lipidicas

Figura 3: Representagéo esquematica da ultra-estrutura da forma amastigota de Leishmania
spp. Adaptado de Teixeira, 2013.

1.1.2. Classificacdo taxonémica

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros com base no seu
desenvolvimento em flebotomineos. O crescimento das espécies do subgénero
Leishmania ocorre no intestino anterior e médio do flebétomo, enquanto que o

subgénero Viannia ocorre no intestino médio e no intestino grosso (OMS, 2010).
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Esses parasitos possuem a seguinte posicao sistematica:

Reino: Protista Haeckel, 1866
Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1817
Filo: Sarcomastigophora Honigberg e Balamuth, 1963
Subfilo: Mastigophora Deising, 1866
Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909
Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
Subordem: Trypanosomatina Kent, 1880
Familia: Trypanosomatidae Dofein, 1901, emend. Grobben, 1905
Género: Leishmania Ross, 1903
Subgéneros: Leishmania Leishmania

Leishmania Viannia

1.1.3. Ciclo de vida de Leishmania spp.

A transmissdo da leishmaniose é feita pela fémea hematéfaga do
flebotomineo infectado, que durante o repasto sanguineo regurgita juntamente
com a saliva, formas infectantes (promastigotas) no hospedeiro vertebrado. Na
epiderme do hospedeiro, 0os promastigotas sédo fagocitados por células do
sistema fagocitico mononuclear. Dentro do vacuolo parasitéforo dos macrofagos,
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria até o
rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberagdo dessas formas que serdo
fagocitadas por novos macréfagos num processo sucessivo, havendo a
disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células fagociticas
como linfonodos, figado, baco e medula éssea (Figura 4) (Coura, 2008).

A fémea do flebotomineo ao realizar novo repasto sanguineo, provoca
uma pequena laceracdo da pele e um hematoma, do qual ingere macrofagos
infectados com amastigotas. No interior do vetor, estas formas chegam ao
intestino médio e se transformam em promastigota prociclica (Freitas et al.,
2012), onde sofrem divisdo binaria e depois passam por outra diferenciacao,

adquirindo a forma infectante promastigota metaciclica, as quais propagam-se
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no es6fago e faringe do inseto e ficam aderidas ao epitélio pelo flagelo e migram

para a probdéscide, infectando novos hospedeiros (Coura, 2008; Neves, 2010).
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Figura 4: Ciclo bioldgico da Leishmania spp. As setas em azul representam o estadgio de Leishmania spp. no humano e as setas vermelhas representam o estagio no
flebotomineo. As formas arredondadas séo os amastigotas e as formas ovais com presenca de flagelos séo os promastigotas. Adaptado de Reithinger et al., 2007.
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1.1.4. Leishmaniose e suas formas clinicas

O estabelecimento, progresséo e a gravidade da infec¢édo € dependente
da espécie do parasito (Tabela 1), regime de tratamento, genética do hospedeiro
e imunossupresséao, particularmente devido a coinfeccdo por HIV (Reithinger et
al., 2007; Novais et al., 2013).

A Leishmaniose pode apresentar diferentes formas clinicas, sendo as
duas principais: leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose visceral (LV). ALC
apresenta-se tipicamente como nodulos ou lesdes cutaneas no local da picada
do fleb6étomo (leishmaniose cutanea localizada) (Figura 5). Em alguns casos, 0s
parasitos se disseminam através da pele e se apresentam como multiplos
nédulos ndo ulcerativos (leishmaniose cutanea difusa, (LCD) (Figura 6) ou se
propagam pelo sistema linfatico, resultando em destruicdo da mucosa nasal e
com comprometimento do septo, boca e garganta, com risco de deformidade
permanente (leishmaniose mucosa, LMC) (Figura 7) (Reithinger et al., 2007). A
LC localizada pode se resolver espontaneamente e geralmente responde bem
ao tratamento; o tratamento da LCD e LMC é mais dificil e os casos podem
demorar consideravelmente mais tempo para apresentar melhoras. A LV (Figura
8) é progressiva e sintomatica, geralmente afeta o baco, o figado ou outros
tecidos linféides e, se nédo for tratada, € fatal, uma fracdo de casos de LV tratados
com sucesso pode resultar em erupcbes maculopapulares ou nodulares

(leishmaniose dérmica pés-calazar) (Figura 9) (Murray et al., 2005).
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Patologia
clinica
principal

Tabela 1: Espécies do género Leishmania causadoras da leishmaniose e suas representagdes clinicas.
Adaptado de Reithinger et al., 2007.

Principal distribuicéo
geografica

spp. Leishmania do Novo Mundo

L. (Viannia) braziliensis

—

. (Viannia) panamensis

—

. (Viannia) peruviana

—

. (Viannia) guyanensis

-

. (Viannia) lainsoni

-

. (Viannia) colombiensis

—

. (Leishmania) amazonensis

—

. (Leishmania) mexicana

L. (Leishmania) pifanoi

L. (Leishmania) venezuelensis

L. (Leishmania) garnhami

spp. Leishmania do Velho Mundo

L. (Leishmania) aethiopica

L. (Leishmania) Killicki

L. (Leishmania) major

L. (Leishmania) tropica

L. (Leishmania) donovani

LCL, mucosa

LCL, mucosa

LCL

LCL

LCL

LCL

LCL, LCD

LCL, LCD

LCL

LCL

LCL

LCL, LCD

LCL

LCL

LCL

Visceral, LCL

spp. Leishmania do Novo e Velho Mundo

L. (Leishmania) infantum

Visceral, LCL

América do Sul, partes da
Ameérica Central, México

Norte da América do Sul e sul
da América Central

Peru

América do Sul

América do Sul

Norte da América do Sul

América do Sul

Ameérica Central, México,
EUA

América do Sul

Norte da América do Sul

Ameérica do Sul

Etidpia, Quénia
Norte da Africa

Asia Central, norte da Afyica,
Oriente Médio, leste da Africa

Asia Central, Oriente Médio,
partes do Norte da Africa,
sudeste da Asia

Africa, Asia Central, sudeste
Asiatico

Europa, norte da Africa,
América Central, América do
Sul

LCL= Leishmaniose Cutanea Localizada. LCD= Leishmaniose Cutanea Difusa. Subgénero
esta entre parénteses. Sudeste da Asia inclui o subcontinente indiano e a China
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A" A

Figura 6: Manifestagdo clinica da leishmaniose cutanea difusa em um paciente HIV positivo.
Fonte: Zijlstra, 2014.

Figura 7: Manifestacéo clinica da leishmaniose mucocutanea. (A) Lesdo que afeta a narina direita, o labio
superior e o freio labial. (B) Lesdes que afetam a Uvula e o palato mole adjacente. Fonte: Burza et al., 2018.
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Figura 8: Manifestagao clinica da leishmaniose visceral. Fonte: van Griensven e Diro, 2012.

Figura 9: Manifestagéo clinica da leishmaniose dérmica pos-calazar. Fonte: van Griensven e Diro, 2012.

1.2. Epidemiologia das leishmanioses

Estima-se que 0,7 a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose por ano
sejam relatados em quase 100 paises endémicos. Na ultima década, houve uma
consideravel reducdo no niumero de casos relatados de LV como resultado de
um melhor acesso ao diagnéstico, tratamento e controle vetorial mais intenso
dentro de uma iniciativa de eliminacdo na Asia. No leste da Africa, no entanto,
0s numeros de casos de LV continuam a ser mantidos. O aumento do conflito
em areas endémicas de leishmaniose cutanea e deslocamento forcado resultou
em um surto nessas areas endémicas, bem como em clinicas em todo o mundo
(OMS, 2018; Burza, et al., 2018).

27



1.2.1. Leishmaniose visceral no mundo

Em 2015, sete paises (Brasil, Etidpia, India, Quénia, Somalia, Suddo do
Sul e Sudéo) relataram mais de 90% dos casos mundiais de leishmaniose
visceral. No entanto, a doenca permanece endémica em mais de 60 paises
(Figura 10) (Burza, et al., 2018). A incidéncia global da leishmaniose visceral em
2017 foi entre 50.000 e 90.000 casos (Alvar, et al., 2012; OMS, 2018).

Figura 10: Status de endemicidade da leishmaniose visceral em todo o mundo em 2016. Adaptado de
OMS, 2018.

1.2.2. Leishmaniose visceral no Brasil

Até a década de 1990, o nordeste brasileiro correspondeu a 90% dos
casos de LV. Entretanto, as modificagbes no ambiente ocasionadas pelo
processo migratorio, por pressdes econbmicas ou sociais, 0 empobrecimento
consequente de distor¢gBes na distribuicdo de renda, o processo de urbanizacdo
crescente, 0 esvaziamento rural e as secas periddicas, favoreceram a expansao
das areas endémicas e o surgimento de novos focos (Figura 11) (Ministério da
Saude, 2005).

No Brasil foram registrados, no periodo entre 1990 a 2017, 87.619 casos
confirmados de LV (Ministério da Saude, 2018). Somente em 2017, 4.103 casos

de LV foram confirmados com 327 ébitos (Ministério da Saude, 2018).
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Figura 11: Evolucdo do nimero de casos de leishmaniose visceral no Brasil de 1980 a 2016. Fonte:
Ministério da Saude, 2017.

1.2.3. Leishmaniose visceral no Estado de Sao Paulo

No Estado de Sao Paulo, no periodo de 2014 a 2018, foram notificados
628 casos de LV, dos quais 52 casos evoluiram para 6bito, resultando em uma
letalidade de 8,3% (52/628). O ano com maior nimero de casos foi 2017, com
143 confirmagdes, enquanto a maior letalidade ocorreu em 2014, com 8,5%
(12/141) (CVE, 2018).

1.3. Tratamento da leishmaniose

As leishmanioses séo tratdveis. Entretanto, a terapia €é um
desconcertante assunto, em grande parte devido a complexidade da doenca
(Mcgwire e Satoskar, 2014). A escolha especifica do farmaco ou a duracéo do
tratamento geralmente ndo leva em conta as particularidades dos diferentes
agentes etiolégicos, porque ndo ha métodos facilmente acessiveis para o
diagnéstico especifico da espécie, enquanto a coexisténcia de espécies
diferentes na mesma area geografica ¢ comum. Portanto, em geral,

pesquisadores e clinicos ndo foram capazes de determinar se 0os esquemas de
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tratamento especificos para cada espécie sdo mais apropriados do que uma
estratégia geral. Os antimoniais pentavalentes foram a primeira classe de drogas
aplicadas ao tratamento da leishmaniose. Juntamente com a anfotericina B, a
pentamidina, a miltefosina e a paromomicina, constituem os recursos disponiveis
para a quimioterapia da leishmaniose (Uliana et al., 2016).

Atualmente, nenhuma vacina humana para leishmaniose encontra-se
comercialmente disponivel, fato que torna a quimioterapia, constituida por um

namero restrito de farmacos (Singh e Sundar, 2012).

1.3.1. Antimonial Pentavalente

Em 1912, o médico brasileiro Gaspar Vianna descobriu acao
leishmanicida do antimdnio trivalente — Sb3*, o chamado tartaro emético (tartaro
de potassio e antiménio) (Laison, 1996; Fiocruz, 1997).

Em 1937, Schimdt introduziu na terapia médica o estibogluconato de
sédio, (Pentostam®) medicamento derivado do acido estibdnico, onde o
antimonio esta na forma pentavalente (Sb®*) que tinha a vantagem da reducéo
de alguns efeitos adversos comparado ao tartaro emético (Berman, 1988).

Durante a Segunda Guerra Mundial, surgiu na Franca, uma alternativa
ao estibogluconato de sédio, o antimoniato de N-metilglucamina (Figura 12)
comercializado como Glucantime®. Atualmente, o Pentostam® é distribuido em
paises de lingua inglesa e o Glucantime® comercializado nos paises de lingua
francesa, espanhola e no Brasil (Rath et al., 2003), onde o farmaco é
disponibilizado pelo Ministério da Saude para uso clinico na rede publica de
saude.

Este medicamento é especialmente eficaz no tratamento de
leishmaniose cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV), e provoca
regressdo das manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenca (Rath et al.,
2003). Entretanto, a dose de antimoniato e o tempo de tratamento dependem da
forma clinica e em alguns casos os pacientes sé evoluem para cura clinica apés

a tentativa de varios esquemas terapéuticos (Pelissari et al., 2011).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que as doses de
antimoniais ndo devam ultrapassar 20 mg / kg por dia, por injecao intramuscular
ou por infusdo intravenosa ao longo de 28 a 30 dias. Além de serem dolorosos
se administrados por via intramuscular, os antimoniais sdo cardiotoxicos e
podem induzir arritmias (Sundar e Chakravarty, 2010). Esse efeito adverso &
particularmente evidente na coinfecgao HIV / leishmaniose visceral (Ritmeijer et
al., 2001). No subcontinente indiano, o estibogluconato de sédio ndo é mais
recomendado devido a resisténcia a drogas (Sundar et al., 2000).

O antimdnio pentavalente (Sb°") é considerado um pré-farmaco
convertido em antimonio trivalente (Sb3*), uma forma ativa do farmaco (Ephros
et al., 1999). Como mecanismo de acéo, a enzima redutase dependente de tiol
do parasito, catalisa a conversdo de Sh°*, em Sbh3*, usando glutationa como um
redutor (Torres et al., 2010). Ambas as formas de antimonial matam as espécies
de Leishmania por fragmentacdo do DNA (Sereno et al., 2001). No entanto, os

mecanismos exatos de acao ainda sdo inexplorados (Sereno et al., 2001).
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Figura 12: Estrutura quimica do Antimoniato de N-metilglucamina (PubChem, 2019).

1.3.2. Anfotericina B

O desoxicolato de anfotericina B € um antibi6tico poliénico (Figura 13),
descoberto em 1953 como substancia de acdo antifungica (Filippin e Souza,

2006). No final da década de 1950, a anfotericina B foi descrita por Furtado e
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Lacaz como uma alternativa ao tratamento de pacientes com leishmaniose
mucocutanea que recidivavam com frequéncia ou n&do respondiam aos
antimoniais (Sampaio et al., 1960) e logo foi aplicada ao tratamento da LV grave
(Prata, 1963). Este farmaco é considerado de primeira escolha no tratamento de
gestantes e em pacientes clinicamente resistentes ao antimonio e pentamidinas
acometidos pela LV. Como mecanismo de acdo, o farmaco interage
especificamente com o ergosterol, ester6ide da membrana da Leishmania
causando aumento de permeabilidade, que resulta em alteracdes osmoticas que
levam morte do parasito (Berman, 1997). O desoxicolato de anfotericina B é
altamente toxico e deve ser administrado por infuséo intravenosa lenta por 4 a 6
h, necessitando de hospitalizacdo. Os efeitos adversos durante o tratamento
podem ser de febre, hipotenséo, tremor, dor de cabeca, anorexia, nauseas,
vomito, insuficiéncia renal, anemia, dores musculares e outros (Rang et al.,
2001).

Em regides da india, onde existe uma frequéncia elevada de resisténcia
ao antiménio, a anfotericina B é administrada por via intravenosa em doses de

0,75 -1 mg / kg / dia por 15-20 dias, ou alternadamente (Menezes et al., 2015).
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Figura 13: Estrutura quimica da anfotericina B (PubChem, 2019).

1.3.3. Anfotericina B lipossomal

A anfotericina B lipossomal € uma formulacdo em que a anfotericina B €
incorporada em lipossomas. Devido os amastigotas de Leishmania se
multiplicarem no interior de macrofagos, existe uma grande dificuldade de
acesso ao farmaco, com isso tém sido usados sistemas de liberacdo de

farmacos, o que melhora a atividade leishmanicida e o composto atinge niveis
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plasméticos mais elevados e menor toxidade se comparado ao desoxicolato de
anfotericina B (Soares e Leon, 2014). O esquema terapéutico € dado pela
administracdo de 10 - 30 mg / kg dose unica ou 5 mg / Kg pela via intravenosa
por 5 dias, apresentando-se como uma modalidade de tratamento mais curta e
com menos incidéncias de reacfes adversas (Croft e Coombs, 2003; Menezes
et al., 2015).

Apesar dessa formulacao lipossomal da anfotericina B ser menos
toxica, a utilizacéo terapéutica esta limitada em paises subdesenvolvidos devido

ao elevado custo (Croft e Coombs, 2003).

1.3.4. Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) um analogo da fosfatidilcolina
(Figura 14), foi desenvolvida originalmente como um farmaco antineoplasico,
gue mostrou boa atividade contra L. (L.) donovani e demonstrou ser muito eficaz
no tratamento de LV na india, pais que foi o primeiro a aprovar o0 seu uso em
2002 (Sundar et al. 2002). O esquema terapéutico indicado é de 100 — 150 mg /
dia (28 dias) (Menezes et al., 2015)

As principais desvantagens da miltefosina sdo seu potencial
teratogénico e a longa meia-vida que pode levar a selecdo de cepas resistentes
a medicamentos. No entanto, beneficia de ser administrado por via oral. Os
efeitos colaterais sdo principalmente gastrointestinais e, embora graves em
alguns pacientes, sdo geralmente considerados administraveis (Soto et al., 2004;
Dorlo et al., 2008).

A eficacia da miltefosina para o tratamento de infec¢cdes por L. (L.)
donovani na Africa ainda esta em estudo (Omollo et al. 2011), mas parece ser
baixa em popula¢cfes com uma alta prevaléncia de co-infecgédo por HIV (Ritmeijer
et al. 2001). A miltefosina foi usada por alguns anos como terapia de primeira
linha para LV em partes da India, mas o surgimento de uma taxa de recidiva
relevante moveu a miltefosina para baixo da linha como uma opcgao

principalmente para terapia combinada (Sundar et al. 2012; Rijal et al. 2013).
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Como mecanismo de a¢ao, o composto interfere na membrana celular
do parasito alterando a composicao lipidica, permeabilidade da membrana e
metabolismo fosfolipidico, induzindo a morte celular por apoptose (Filho et al.,
2008).
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Figura 14: Estrutura quimica da miltefosina (PubChem, 2019).

1.3.5. Pentamidina

A pentamidina (Figura 15) tem sido usada desde o ano de 1940 para o
tratamento da doenca do sono. A primeira utilizacdo na terapéutica de LV foi
relatada na india em 1949 e na Espanha em 1950. O regime terapéutico é de 3
mg / Kg em dias alternados — 7 doses (Menezes et al., 2015). Os efeitos
colaterais incluem hipoglicemia, hipotenséo, febre, miocardite e toxicidade renal
(Hazarika, 1949; Nagle et al., 2014).

Na india a pentamidina foi usada como farmaco de segunda escolha no
tratamento de LV quando os antimoniais se revelaram ineficazes, mas devido a
sua toxicidade e resisténcia emergente, seu uso foi abandonado a partir de 1990
e substituido pelo desoxicolato de anfotericina B. Na Guiana Francesa e no
Suriname a pentamidina é a primeira opcao para o tratamento da LC causada
pela L. guyanensis, onde é o Unico farmaco leishmanicida (Croft e Coombs,
2003).

Figura 15: Estrutura quimica da pentamidina (PubChem, 2019).
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1.3.6. Paromomicina

A paromomicina é um antibidtico aminoglicésidico (Figura 16)
identificado como um leishmanicida desde o ano de 1960 (Croft e Coombs,
2003). Como mecanismo de ac¢édo, a paromomicina também induz alteragcfes na
fluidez da membrana e no metabolismo lipidico e afeta a atividade mitocondrial
(Maarouf et al. 1997).

Os ensaios em fase Ill conduzidos em Bihar na india entre 2003 e 2004
apresentaram excelente eficacia. Num regime de 11 mg / kg durante 21 dias foi
demonstrado nao ser inferior a anfotericina B (1 mg / kg em dias alternados por
15 — 20 dias), com taxas de cura de 94,6% contra 98,8%, respectivamente. Os
efeitos adversos relatados pelo uso da paromomicina é dor no local (55%),
entretanto, isso geralmente ndo leva a interrupgao da terapia. Uma pequena
fracdo dos pacientes expressa ototocixidade reversivel (2%) e um aumento das
transaminases hepaticas (6%) (Sundar et al., 2007).

A paromomicina além ser ativa contra uma ampla variedade de agentes
patogénicos, incluindo bactérias, apresenta outra vantagem que é a sua
acessibilidade, uma vez que o custo do tratamento é de apenas US$ 5 - 10.

(Chappuis et al., 2007).
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Figura 16: Estrutura quimica da paromomicina (PubChem,2019).

As dificuldades quanto a administracdo, duracdo dos tratamentos e
efeitos adversos (Tabela 02), tem motivado pesquisadores do mundo todo a
buscarem novos candidatos a farmacos (Soares-Bezerra et al., 2004).
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Tabela 2: Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses. IV: administracéo intravenosa; IM: intramuscular; IL: administragdo intralesional. Adaptado de Menezes et al.;

2015.
. A Viad D .
Farmacos Esquema terapéutico '3 _e_ ~ Eficacia Efeitos adversos Custo
administracéo
Antimoniais 20 mg / kg diarios por IM. 1V ou IL 35-95% (dependendo da Cardiotoxicidade grave, pancreatite, ~US$50-70
pentavalentes 20 dias ' nefrotoxicidade, hepatotoxicidade
espécie)
3 mg / kg dias 0 _ _ _
Pentamidina alternados — 7 doses 1M 35-96% édelp_)e_nc:]endq da  piperglicemia, como resultado de danos no ~US$ 100
espécie de Leishmania)  yancreas; hipotensao, taquicardia e alteracdes
eletrocardiograficas.
0,75 -1 mg/kg/ dia
- (15 - 20 dias, >90% _
Anfotericina B diarias ou Nefrotoxicidade grave, hipocalemia, febre alta US$ 100
alternadamente) \Y, e reacdes relacionadas a infuséo.
10 - 30 mg / kg dose
Anfotericina B Unica (dose >97% ~US$ 280
lipossomal individual 3 - 5 mg / kg Leve e pouco frequente: nefrotoxicidade e
/ dose) \% calafrios.
. . 100 - 150 mg / dia (28 i i
Miltefosina dias) Asia: 94% (india) o o N ~US$ 70
. op (Ao Vomitos e diarréia, nefrotoxicidade,
Oral 60% -93% (Africa) hepatotoxicidade, teratogenicidade.
15 mg / dia (21 dias) 94% (india)
Paromomicina ou 20 o he Nefrotoxicidade grave, ototoxicidade, ~US$ 10
mg / dia (17dias) IM ou tépico 46-85% (Africa) hepatotoxicidade.
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1.4. Reposicionamento de Farmacos

Apesar de a leishmaniose ser a oitava maior doenca tropical, as forcas
do mercado sé&o insuficientes para impulsionar a descoberta e desenvolvimento
de novos medicamentos para essa doenca (Pink et al.; 2005). Os investimentos
financeiros para a pesquisa de novos farmacos séo limitados, pois o0s
medicamentos disponiveis destinados a terapéutica apresentam um baixo
retorno econbmico para as industrias farmacéuticas. Embora haja esse
obstaculo, um esfor¢o tem sido dedicado para a descoberta de novos farmacos
como o0s de reposicionamento a partir de farmacos ja caracterizados
anteriormente (Nagle et al., 2014).

Reposicionamento de farmacos refere-se a descobertas de novas
indicacdes clinicas a um medicamento ja disponivel no mercado, assim como a
adicdo de uma nova opc¢ao terapéutica para uma determinada doenca (Sistigu
etal., 2011; Oprea e Mestres, 2012). Devido a disponibilidade dos dados prévios
de farmacocinética, toxicologia e seguranca, esta estratégia apresenta inumeras
vantagens, pois otimiza o processo de desenvolvimento do farmaco com reducgéo
de custos da pesquisa, possibilitando a introducdo de um novo medicamento
num curto periodo de tempo (Padhy e Gupta, 2011; Pinto et al., 2014).

Conforme recomendacéo da Organizacdo Mundial de Saude, através de
sua agéncia internacional TDR (“Special Programme for Research and Training
in Tropical Diseases”), estratégias para o desenvolvimento de novos
medicamentos envolvem o planejamento / sintese de novas substancias ativas
ou de farmacos ja conhecidos com modificagbes quimicas; a associacao
reversivel do farmaco, jA em uso, a um sistema transportador, a fim de direciona-
lo ao local alvo, reduzindo sua toxicidade e efeitos colaterais; outra estratégia
esta relacionada ao reposicionamento de farmacos que oferece vantagens na
fase de desenvolvimento, por utilizar um medicamento ja caracterizado
farmacologicamente.

Varios medicamentos tém sido reposicionados com sucesso para uma
nova indicagao, a exemplo disso, 0s mais proeminentes o0 viagra e a talidomida

(Tabela 3), que vem gerando um nuamero elevado de receitas (Novac, 2013).
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Atualmente, todos os medicamentos em uso clinico indicados no

tratamento da leishmaniose sdo farmacos de reposicionamento, como 0

antifangico anfotericina B, o antibidtico paromomicina e o farmaco oral

antineoplasico miltefosina (Freitas-Junior et al., 2012).

Tabela 3: Lista de compostos reposicionados atualizados com informa¢&o sobre o ano de aprovagéo do

composto (Novac, 2013).

Farmaco Indicacéo original Indicacdo de reposicionamento  Ano?
Hipercinesia em criancas
Anfetamina Estimulante (transtorno do déficit de atencéo 1943
com hiperatividade, o TDAH)
Alopurinol Sindrome de lise tumoral  Gota 1967
Zidovudina Céncer HIV/AIDS 1985
Minoxidil Hipertenséo Alopecia 1988
Bupropiona Depresséo Tabagismo 1997
Sibutramina Depresséao Obesidade 1997
Finasterida ;igstrgtlssia benigna da Alopecia 1997
Metotrexato Céncer Artrite reumatoide 1999
Fluoxetina Depresséao Transtorno disférico pré-menstrual 2000
Atomoxetina Mal de Parkinson Déficit de atencgédo e hiperatividade 2002
Talidomida Enjoo matinal Mieloma multiplo 2003
Cymbalta Depresséao Neuropatia periférica diabética 2004
Topiramato Epilepsia Enxaqueca 2004
Paclitaxel Céncer Reestenose 2004
Sildenafil Angina Disfungéo erétil 2005
Lumigan Glaucoma Hipotricose simples 2009
Dapoxetine Analgesia e depressao Ejaculacéo precoce 2009
Fentolamina Hipertenséo Qgr?g{le de reversdo de anestesia 2009
Lidocaina Anestesia local Arritmia 2010
Mifepristone Interrupgéo da gravidez Sindrome de Cushing 2012

aAno da primeira aprovagéo em novas indicacdes
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Estudos recentes publicados por nosso grupo tém demonstrando a
potencial aplicacdo de diferentes medicamentos na terapéutica das
leishmanioses. A furazolidona, um farmaco nitrofurano, utilizado no tratamento
da tricomoniase, célera, giardiase e infeccdo causada por Helicobacter pylori,
demonstrou atividade in vitro contra diferentes espécies de Leishmania,
apresentando uma concentracéo efetiva 50 % (CEso) na faixa de 0,47 a 0,73 ug
/ mL, causando dano mitocondrial e nuclear em promastigotas (Reiméao et al.,
2010). A furazolidona encapsulada em lipossomas foi avaliada em modelos de
hamsters infectados com Leishmania (L.) infantum, apds 12 dias consecutivos
de tratamento, numa dose 100 vezes menor que o farmaco livre (0,5 mg / kg),
foi capaz de reduzir em mais de 74 % a carga parasitaria no baco e 32 % no
figado; a furazolidona livre (50 mg / kg) também reduziu a carga parasitaria no
baco (82 %) e no figado (85 %), portanto ambas as formula¢gdes apresentam-se
como candidatos a farmacos efetivos no tratamento da LV (Tempone et al.,
2010).

A nimodipina, um bloqueador de canais de calcio, indicado para prevenir
e tratar danos causados por isquemia cerebral apresentou atividade contra
promastigotas e amastigotas de espécies de Leishmania, com uma CEsode 81,2
e 21,5 uM, respectivamente, causando danos mitocondrial e na membrana
plasmética (Tempone et al., 2009). Outro blogqueador de canais de calcio, o
bepridil, usado como um agente anti-hipertensivo demonstrou atividade contra
promastigotas e amastigotas de espécies de Leishmania, com uma CEso de 3,81
e 21,55 uM, respectivamente. No entanto, no tratamento de animais
experimentalmente infectados quando usado uma dose de 12 mg / kg néo
apresentou efetividade (Reiméo et al., 2011). Estes farmacos mostraram-se
como potenciais candidatos a agentes antileishmania, podendo ser explorados
como compostos lideres e protétipos de farmacos.

A nitazoxanida, um derivativo sintético nitrotiazolil-salicilamida, aprovado
para tratar infeccbes diarréicas causadas por diversos protozoarios e virus
parasitos do trato gastrointestinal, apresentou atividade antileishmania com CEso
de 42 pg / mL contra promastigotas e 6,8 ug / mL contra amastigotas, causando
alteragbes no metabolismo celular, pela despolarizacdo da membrana

mitocondrial e regulando positivamente a producdo de espécies reativas de
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oxigénio, também provocou condensag¢do da cromatina nuclear, inchaco da
mitocondria e bolhas ha membrana plasmatica (Mesquita et al., 2013).
Recentemente foi descrito pela primeira vez por nosso grupo que 0s
antagonistas de receptores histaminicos H1, inibidores de liberac&o de histamina
em mastocitos, usados no tratamento de alergias e como ansioliticos,
apresentaram atividade antileishmania (Pinto et al., 2014). Os setes farmacos
testados (clorfeniramina, cinarizina, hidroxizina, cetotifeno, loratadina, quetiapina
e risperidona) demonstraram atividade contra promastigotas de L. (L.) infantum
com CEso de 13 a 84 uM, dentre eles a cinarizina demonstrou efetividade contra
amastigotas com uma CEso de 21 yM. Quando usada no tratamento de hamsters
infectados com L. (L.) infantum, numa dose de 50 mg / kg pela via intraperitoneal
(IP) e a 100 mg / kg por via oral por oito dias consecutivos, n&do reduziu a carga
parasitaria no baco e figado. No entanto, quando encapsulada em lipossomas e
administrada numa dose 17 vezes menor, pela via IP a 3 mg / kg durante oito
dias, houve uma reducdo de 54 % da carga parasitaria no figado, quando
comparado ao grupo nao tratado (Pinto et al., 2014). Estes dados ressaltam a
necessidade de avaliacao de outros fArmacos anti-histaminicos e elucidacéo de
seu mecanismo de acao para identificar possiveis alvos relacionados com a

atividade antiparasitaria.

1.4.1. Farmacos Anti-histaminicos de classe H1

Os farmacos com acdo anti-histaminica apresentam diferentes
aplicacdes clinicas, desde o tratamento de doencas alérgicas, ndo alérgicas e
distarbios do sistema nervoso e estdo entre as medicacfes mais comumente
prescritas na pratica meédica diaria, tanto em adultos como em criancas (Criado
et al., 2010).

Os antagonistas de receptores histaminicos H1 tém sido utilizados por
mais de 70 anos. Atualmente, mais de 45 farmacos estdo disponiveis
mundialmente, compreendendo a maior classe de medicamentos usados para o

tratamento de doencas alérgicas (Simons e Simons, 2011).
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Os anti-histaminicos sé@o diferenciados em primeira e segunda geracao.
Os de primeira geracao ou classicos sao farmacos lipofilicos e classificados em
seis diferentes classes de acordo com a sua estrutura quimica: etanolamina,
etilenodiamina, alquilamina, piperazina, piperidina e fenotiazina (Simons e
Simons, 2011); s&o rapidamente absorvidos e metabolizados, o que significa que
eles devem ser administrados de trés a quatro vezes ao dia; devido a sua
estrutura molecular lipofilica, cruzam mais facilmente a barreira hematoliquorica,
além de ndo se comportarem como substrato da glicoproteina P no endotélio dos
vasos da barreira hematoliquérica, ligando-se assim aos receptores H1 cerebrais
e originando seu principal efeito adverso: a sedacao (de Benedictis et al., 2008).
Ja os de segunda geracao, sdo substancias desenvolvidas nos ultimos 25 anos,
algumas derivadas dos anti-H1 de primeira geracao, porém oferecendo maiores
vantagens em relacdo aos compostos de primeira geragédo, em decorréncia de
apresentarem menores efeitos anticolinérgicos ou sedativos (Bartra et al., 2006).

Os anti-histaminicos investigados neste estudo sao farmacos aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA — EUA), e estdo em uso clinico por
muitas décadas, demonstrando sua eficacia e seguranca. A cinarizina e a
meclizina sdo usadas para o tratamento de vOmitos e enjéos. A cinarizina
também apresenta propriedade vasodilatadora, devido ao bloqueio dos canais
de célcio. A ciproeptadina é indicada para o tratamento de rinites e conjuntivites
alérgicas, urticarias, angioedema e terapia de reacdo anafilatica, também é um
antagonista de receptores de serotonina, usado em casos de anorexia e dores
de cabeca. A cinarizina, ciproeptadina e meclizina s&do anti-histaminicos
pertencentes a primeria geracdo. A fexofenadina e a cetirizina sdo indicadas no
tratamento de rinite e alergias. A cetirizina também é indicada no tratamento de
urticaria cronica e asma induzida por pélen. A fexofenadina e a cetirizina sdo

anti-histaminicos de segunda geracao (Wishart et al., 2006).
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1.5. Marcadores moleculares e celulares de resposta terapéutica em L. (L.)

infantum

A identificagdo de marcadores moleculares e celulares de reposta
terapéutica em Leishmania, € um importante meio para se conhecer o
mecanismo de acdo de farmacos (Fidalgo e Gille, 2011).

Um dos aspectos caracteristicos no processo de desenvolvimento de um
farmaco, é a identificacdo de enzimas pertencentes as vias metabdlicas que
possam ser diferentes ou até ausente daquelas encontradas no parasito em
relacdo ao hospedeiro, de tal modo que sejam exploradas como um alvo para 0s
farmacos (Singh et al., 2012). Tais enzimas sdo consideradas vitais para o
crescimento e sobrevivéncia do parasito dentro da célula hospedeira. Explorar
tais diferencas pode levar ao desenvolvimento de novos inibidores que irdo
seletivamente eliminar os parasitos sem causar maiores danos ao hospedeiro
(Conceicao-Silva e Alves, 2014).

Desde que as sequéncias do genoma de Leishmania se tornaram
disponiveis as técnicas de PCR quantitativo em tempo real (QPCR): usado para
analise simultanea de um conjunto especifico de genes em grandes colecdes de
amostras (Vandesompele et al. 2002), vém rapidamente ganhando popularidade
e estdo se tornando uma ferramenta importante para a selecdo de candidatos a
farmacos na terapia da leishmaniose, bem como um maior entendimento da
interacdo do parasito com o seu hospedeiro (Silva-Lopez, 2010). Além disso, a
gPCR apresenta uma série de vantagens quando comparado com outras
técnicas de amplificagdo convencional: quantificacdo simples de acidos
nucléicos, as amostras ndo precisam ser manipuladas apds a realizacdo do
processo, deteccdo de variabilidade das sequéncias amplificadas através da
realizagdo da curva de dissociacdo, além de ser rapido e automatizado (Traub
et al., 2005).

Analises de expresséo génica indicam possiveis alvos relacionados ao
mecanismo de resisténcia de espécies de Leishmania frente aos farmacos de
uso clinico (Decuypere et al., 2005; Mukherjee et al., 2007). Estes alvos também
podem ser utilizados como marcadores moleculares envolvidos na resposta

terapéutica, permitindo a quantificacdo e a comparacdo da efetividade de
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farmacos, tornando uma ferramenta Util para projetar novos compostos ativos
com toxicidade seletiva contra esses parasitos (Fidalgo e Gille, 2011). Em vista
disto, diversos alvos potenciais de farmacos tém sido descritos em espécies de
Leishmania, tais como: enzimas da biossintese de poliaminas, peptidases,
enzimas do metabolismo de tidis, enzimas da maquinaria glicosomal, quinases
dependentes de ciclinas, enzimas da biossintese de esterol, entre diversas
outras (Singh et al., 2012).

Alteracgdes provocadas na mitocondria também s&o bastante exploradas
como alvo potencial para o desenvolvimento de novos farmacos. Estudos
experimentais sobre 0 mecanismo de acdo das principais drogas
antiprotozoarios sugerem que a mitocondria pode ser considerada como um dos
alvos mais importantes para os protozoarios. Diferentes possiveis alvos podem
ser identificados na mitocéndria, relacionados a morfologia, composicdo e
funcionalidade, tais como: cadeia de transporte de elétrons, oxidase alternativa,
DNA do cinetoplasto (KDNA), topoisomerase, sintese de esterol e acidos graxos,
potencial de membrana mitocondrial, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
morte celular (Fidalgo e Gille, 2011).

A seguir uma sucinta descricdo de alguns dos principais alvos

terapéuticos discutidos em Leishmania.

1.5.1. Membrana plasmatica

As células dos seres vivos sdo envolvidas pela membrana plasmética.
Esta desempenha importante funcao de separacéo entre o ambiente extracelular
e intracelular, e atua de forma seletiva e especifica interligando esses dois
compartimentos (Silva et al., 2014).

A membrana plasmatica de Leishmania apresenta como principal esterol
da bicamada lipidica, o ergosterol que substitui o colesterol encontrado nas
células dos hospedeiros e o gradiente eletroquimico nesses parasitos € mantido
por bombas H* -ATPases, semelhantes as encontradas em fungos e leveduras,
ao invés de Na+, K+ -ATPase (Zilberstein e Dwyer, 1988). Essa similaridade
entre a membrana plasmatica de fungos e leveduras, permitiu o

reposicionamento da anfotericina B (deoxicolato), um antibiético poliénico com
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atividade antifungica para o tratamento das leishmanioses. Como mecanismo de
acao, a interacéo da anfotericina B com o ergosterol do parasito, leva a formacao
de poros que atravessam a bicamada lipidica e altera a permeabilidade a ions,
agua e solutos, levando o parasito a morte. Por apresentar uma funcao vital e
ser constitutivamente diferente do hospedeiro, a membrana plasmatica
representa um alvo potencial para o desenvolvimento de novos quimioterapicos

para a Leishmania (Saha et al., 1986; Chattopadhya e Jafurulla, 2011).

1.5.2. Mitocbndria

Enquanto que centenas a milhares de mitocondrias podem ser
detectadas em células de mamifero, os parasitos do género Leishmania
apresentam uma Unica mitocondria, altamente ramificada, distribuida por todo o
corpo do parasito (Vannier-Santos et al., 2002; Fidalgo e Gille, 2011). Portanto,
a manutencao da funcdo da mitocondria na Leishmania é muito importante em
comparacdo com as células de mamiferos, porque a presenca de mdultiplas
mitocdndrias garante a compensacao para as com problemas funcionais. Assim,
a sobrevivéncia de organismos com uma Unica mitocondria depende da funcéo

adequada desta organela (Mehta e Shaha, 2004).

A mitocondria (Figura 17) possui uma membrana externa que constitui
uma barreira de permeabilidade para as moléculas existentes no citosol.
Também possui paralelamente uma membrana interna, que tem pequenas
porcdes invaginadas para o interior da matriz denominadas cristas mitocondriais,
onde estao localizados o sistema de elétrons e os transportadores. Ja na matriz
mitocondrial, préxima a base do flagelo estdo presentes enzimas metabdlicas e
o cinetoplasto (Heller et al., 2012). O cinetoplasto € a regido que possui 0 mais
complexo DNA mitocondrial (aproximadamente 15% do DNA celular total)

encontrado na natureza (Lukes et al., 2002).
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Figura 17: Esquema ilustrativo da estrutura mitocondrial e indicagdo da membrana externa, membrana
interna, das cristas e da matriz mitocéndrial. Fonte adaptada de LHSC, 2019.

Na membrana interna esta localizada a cadeia respiratéria formada por
diferentes complexos, que produz ATP em um processo baseado na
transferéncia de elétrons com extrusdo de prétons de hidrogénio (H*) para o
espaco intermembranar, gerando um potencial elétrico através das membranas
mitocondriais. O potencial elétrico de membrana mitocéndrial € a diferenca de
potencial elétrico entre 0s meios intra e extracelular. Esse € vital porque mantém
o funcionamento da cadeia respiratoria, a sintese de ATP além de controlar os
niveis de producado de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a homeostase de
Ca*? intracelular do parasito (Perry et al., 2011).

A principal producédo de ERO ocorre durante a respiracdo mitocondrial a
partir da reducéo de oxigénio, sendo 0os mais conhecidos: anion superéxido (O2-),
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH-). Estas espécies fazem
parte dos processos metabdlicos normais em todos os organismos aerdbios
onde a mitocéndria € uma importante fonte intracelular de ERO pois, do total de
O2mitocondrial consumido, 1 a 2% acaba resultando na formagéo de ERO (Circu
e Aw, 2010). Quando os niveis das ERO excedem a capacidade de neutralizacéo
dos sistemas antioxidantes, o desequilibrio gerado é chamado de extresse
oxidativo e causam danos a distintos componentes celulares tais como DNA,
proteinas, lipideos e acucares (Lejay et al., 2012, Sies, 2014).

Por ser uma organela Unica que desempenha um papel crucial em varios

processos metabdlicos do parasito, a mitocondria vem sendo amplamente
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estudada e possui diversos alvos terapéuticos com potencial para o

desenvolvimento de novos farmacos (Fidalgo e Gille, 2011).

1.5.3. Biossintese de esterois

Os esterdis sdo importantes componentes da membrana celular e séo
vitais para a funcdo e manutencéo da estrutura celular. Ao contrario das células
de mamiferos que apresentam o colesterol como principal esterol de membrana,
tripanossomatideos sintetizam o ergosterol e outros esteréis 24-metilo que sao
essenciais para o seu crescimento e viabilidade. Esses esterois estdo ausentes
em ceélulas de mamiferos. Portanto, a via de biossintese de esterdis em
Leishmania é considerada como um alvo importante de farmacos (Chawla e
Madhubala, 2010).

Varios inibidores da biossintese de esterois foram identificados como
agentes antileishmania como algumas enzimas indispensaveis a sintese dos
ergostanos, que podem ser inibidas ou reguladas por farmacos, como 0s
compostos azélicos (cetoconazol e itraconazol). Contudo, a resposta clinica
frente ao tratamento com essa classe de farmacos depende da espécie de

Leishmania (Soares-Bezerra, et al.; 2004).

1.5.4. Biossintese de folato

Folatos sdo importantes cofatores usados em uma variedade de vias
metabolicas como a sintese de DNA, RNA e o metabolismo de aminoacidos.
Uma vez que sdo essenciais para o crescimento, as enzimas envolvidas na sua
sintese tém sido de interesse como alvo de farmacos, em particular a timidilato
sintase (TS) e diidrofolato redutase (DHFR), que faz a redugdo do acido
diidrofélico a acido tetraidrofolico, importante cofator na sintese de timidina. Por
conseguinte, a inibicdo da biossintese de DHFR impede a sintese de timidina e,
como consequéncia, a biossintese de DNA (Soares-Bezerra et al., 2004).
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1.5.5. Enzimas do metabolismo de tiol

Em Leishmania, enzimas pertencentes ao metabolismo de tiol séo
essenciais na defesa antioxidante por regular as concentracfes de espécies de
nitrogénio e reativas de oxigénio (Flohe et al., 1999).

A sintese da tripanotiona (bis- (glutationilo) espermidina) é catalisada por
duas enzimas chamadas tripanotiona sintetase (TS) e tripanotiona redutase
(TR). TS catalisa a sintese tripanotiona de duas moléculas de glutationa e de
espermidina. A tripanotiona € entdo mantida na sua forma reduzida pela enzima
TR e cofator NADPH (Fairlamb et al., 1985), sendo a forma reduzida responsavel
na detoxificacdo de espécies de nitrogénio e reativas de oxigénio produzido no
processo de estresse oxidativo (Flohe et al., 1999).

A TR é similar quanto a sequéncia e estrutura ao seu homélogo humano,
glutationa redutase. No entanto, o local ativo da TR mostra cinco altera¢des néo
conservadoras, dando a esta enzima, especificidade ao seu substrato. Assim, a
via tripanotiona fornece um promissor alvo para o desenvolvimento de farmacos
porque além de diferente no hospedeiro mamifero, o parasito ndo apresenta
mecanismos alternativos eficientes de protecdo contra o estresse oxidativo
(Chawla e Madhubala, 2010). Além disso, estudos demonstraram que a inibicédo
enzima TR limita o crescimento e a capacidade de sobrevivéncia dos parasitos

dentro de macréfagos (Dumas et al. 1997; Tiwari et al., 2018).

1.5.6. Via glicolitica

Os tripanossomatideos, como as espécies de Leishmania, séo
altamente dependentes da glicOlise para a producdo de ATP, e como muitas
enzimas glicoliticas apresentam caracteristicas proprias, elas foram
consideradas como potenciais alvos para novos agentes quimioterapicos. Desta
forma, a maioria dos estudos realizados e relatados na literatura envolve as
enzimas de tripanossomatideos: frutose-1,6-difosfato aldolase, triosefosfato
isomerase, (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase,

piruvato quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase (Verlinde et al., 2001).

47



Dentre as enzimas da via glicolitica de tripanossomatideos, a que vem
despertando maior interesse é a (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH). Esta enzima catalisa a fosforilagdo oxidativa de D-gliceraldeido-3-
fosfato em 1,3- bisfosfoglicerato na presenca de NAD+ e fosfato inorganico
(Melos e Echevarria, 2012).

Nos tripanossomatideos, o metabolismo parcial de carboidratos,
incluindo a glicélise, é compartimentalizado em uma organela especifica
chamada glicossomo. A biogénese destas organelas e a correta
compartimentalizagdo de enzimas glicoliticas é assim essencial para esses
parasitos (Tielens e Hellemond, 1998).

A alta dependéncia da via glicolitica para a obtencdo de energia pelos
tripamossomatideos, a organizacdo particular das enzimas dessa via no
glicossomo e a ocorréncia de caracteristicas estruturais Unicas de muitas
enzimas envolvidas na glicolise explica o motivo pelo qual essas enzimas se
tornam alvos promissores na busca por novos farmacos para o tratamento de
doencas causadas por tripanossomatideos (Tielens e Hellemond, 2009; Chawla
e Madhubala, 2010).

1.6. Justificativa

Como apesentado anteriormente, a leishmaniose € um complexo de
doenca infecciosa de ampla distribuicdo geografica e elevada incidéncia global.
No entanto, seu tratamento ainda é restrito e esta enquadrada no rol de doencas
negligenciadas. Entre os fatores de dificuldade terapéutica estdo: (i) a
descontinuidade no tratamento por conta de reacdes adversas causadas pelos
medicamentos atualmente utilizados, (i) acarretando no surgimento de cepas
resistentes; (iii) o alto custo do tratamento e; (iv) via de administracdo dolorosa,
intramuscular e intravenosa. Portanto, a busca por novas terapias € uma
necessidade urgente, e o reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma
ferramenta de importancia nessa busca.

Em 2014, Pinto e colaboradores analisou a atividade antileishmania de

sete farmacos anti-histaminicos H1, entre eles o farmaco cinarizina, apresentou
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atividade conta ambas as formas de L. (L.) infantum. Os dados obtidos com este
estudo sugerem que outros farmacos dessa classe farmacolégica podem ser
avaliados como potenciais agentes antileishmania. Esses achados estimularam
a avaliacdo antiparasitaria de outros quatro farmacos anti-histaminicos:
ciproeptadina, cetirizina, fexofenadina e meclizina. Além de avaliar as alteragdes
celulares e moleculares de genes que codificam proteinas para diferentes
funcdes.

Os dados obtidos com este estudo contribuirdo na identificagdo de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento das leishmanioses, ampliando o
restrito arsenal terapéutico. Além disso, poderdo fornecer subsidios para um
melhor entendimento do mecanismo de acdo dos farmacos com atividade
antileishmania. Através das acoes realizadas, acredita-se que a identificacao de
alteracdes celulares e moleculares relacionadas a resposta terapéutica, permitird
uma avaliacdo mais precisa e rapida sobre o potencial farmacoldgico. Este
estudo, além de apresentar resultados diretos para o tratamento das
leishmanioses, com o desenvolvimento de novas alternativas, apresenta um
grande potencial como sistema de avaliagdo de resposta terapéutica de varios

tipos de drogas.
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo geral avaliar a atividade antileishmania
de farmacos anti-histaminicos, identificar marcadores moleculares e celulares

relacionados a resposta terapéutica usando um sistema de infeccao in vitro.

2.1. Objetivo Especifico

1. Avaliar a concentracao efetiva 50 % in vitro contra promastigotas e
amastigotas de L. (L.) infantum dos farmacos anti-histaminicos: cetirizina,
cinarizina, ciproeptadina, fexifenadina e meclizina,

2. Avaliar a concentracao citotoxica 50 % dos mesmos farmacos in vitro
em células de mamifero;

3. Avaliar as alteracdes celulares de promastigotas de L. (L.) infantum
submetidos ao tratamento com os farmacos anti-histaminicos ativos por
fluorimetria como: permeabilidade da membrana plasmatica, producdo de
espécies reativas de oxigénio, potencial de membrana mitocondrial e
determinacao de tiol intracelular;

4. Avaliar as altera¢gOes ultraestruturais em promastigotas de L. (L.)
infantum submetidos ao tratamento com os farmacos anti-histaminicos ativos por
microscopia eletrdnica de transmissao;

5. Padronizar a metodologia de gPCR para identificar marcadores
moleculares de reposta terapéutica em promastigotas de L. (L.) infantum;

6. Comparar o perfil de expressdo génica de promastigotas de L. (L.)
infantum submetidos ao tratamento com os farmacos anti-histaminicos ativos

com os parasitos nao tratados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Farmacos

Os farmacos cetirizina (CTZ), cinarizina (CNZ), ciproeptadina (CPH),
fexofenadina (FXD) e meclizina (MCZ) (Tabela 4) foram gentilmente doados pelo
Prof. Dr° Humberto Gomes Ferraz (Faculdade de Ciéncias Farmacéutica ia da
Universidade de Sao Paulo - FCF-USP). Os farmacos foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) (C,D¢OS; MW = 84,17 g / mol; CAS 2206-27-1) obtido
pela Merck (solugéo estoque de 30 mM), e armazenados a -20 °C. A miltefosina

(MTF) foi adquirida pela Sigma-Aldrich, dissolvida em agua filtrada.
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Tabela 4: Farmacos anti-histaminicos avaliados com respectiva descri¢cdo de estrutura quimica, massa
molecular e registro CAS (DrugBank, 2018).

Farmaco

Estrutura Quimica Massa Molecular

Registro (CAS)

Cetirizina

388,88 g/mol

83881-51-0

Cinarizina

368,51 g/mol

298-57-7

Ciproeptadina

323,864 g/mol

969-33-5

Fexofenadina

501,667 g/mol

83799-24-0

Meclizina

427,413 g/mol

36236-67-6
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3.2. Reagentes

O SYTOX® green dye, Rodamina 123 [cloreto 2-(6-amino-3-imino-3H-
xanten-9-il) &cido benzoico metil éster] e H2DCf-DA foram adquiridas da
Molecular Probes® - Oregon, EUA. Dimetilsulfoxido (DMSO) e Giemsa foram
obtidos da Merck - Darmstadt, Alemanha. Meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640), meio 199 (M199), Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS), salina
tamponada com fosfato (PBS), metanol 99,9% puro, sulfato de sédio ultrapuro
(SDS) e MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio]
foram adquiridos da Sigma - Missouri, EUA. Soro fetal bovino (SFB) foi adquirido
da GIBCO (Thermo Fisher Scientific) - Massachusetts, EUA. Outros materiais

quando ndo mencionados foram adquiridos da Sigma.

3.3. Parasitos, células de mamifero e animais de experimentacao

3.3.1. Leishmania (Leishmania) infantum

Os amastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD) foram extraidos
do baco de hamster dourado (Mesocricetus auratus), apés de 60 - 70 dias da
infeccéo, e purificadas por centrifugacao diferencial. A infecgéo foi avaliada pelo
método de Stauber e colaboradores (1958). Para a manutencdo da cepa do
protozoario, quinzenalmente foi realizado inéculos na concentracdo de 1x108
parasitos/hamster em 500 pL de solucdo de PBS, pela via intraperitoneal.

Os promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD) foram
mantidos com meio M199 suplementado com 10% de SFB inativado (banho-
maria a 56°C por 30 minutos), 0,25% de hemina, antibiéticos e 5% de urina

humana, incubadas em estufa tipo B.O.D. a 25 °C.
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3.3.2. Células de mamifero

Células de tecido conjuntivo de camundongo (NCTC clone L929) foram
cultivadas em meio de cultura M-199, suplementado com 10% de SFB inativado
e antibioticos, incubadas em estufa com 5% CO2 a 37 °C.

Macrofagos peritoneais foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c (Mus musculus), através de massagem e lavagem com
meio RPMI 1640, suplementado com 10 % SFB e mantidos em estufa com 5 %
CO2em temperatura de 37 °C.

3.3.3. Animais de experimentacao

Hamsters dourados (Mesocricetus auratus), machos, recém-
desmamados (cerca de 21 dias ap0s nascimento), com peso entre 50 - 70 g.
Camundongos (Mus musculus) BALB/c, fémeas, pesando entre 20 e 25 g.
Ambas espécies foram fornecidas pelo biotério do Instituto Adolfo Lutz de S&o
Paulo (IAL - SP). Todos os animais foram mantidos em caixas esterilizadas com
material absorvente, dispostas em ambiente com controle de luminosidade,
umidade relativa do ar e temperatura. Os animais foram alimentados com racao

comercial autoclavada e agua filtrada a vontade.

3.3.4. Comisséo de ética no uso de animais
Todos os procedimentos realizados com os animais foram previamente

aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz
(CEUA - IAL n° 08/2014).
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3.4. Determinagdo in vitro da concentracao efetiva 50 % (CEso) e

concentracgao efetiva 90 % (CEg) dos farmacos anti-histaminicos

3.4.1. Ensaios com promastigotas

Os promastigotas foram contados em hemocitbmetro (camara de
Neubauer) e 2x10° células / poco foram plagueadas com meio M-199 em
microplaca de 96 pocos. Os farmacos foram dissolvidos em DMSO, e
serialmente diluidos com fator de diluicdo base 2 em meio de cultura e incubados
com os parasitos, por 1 hora, 2 horas, 4 horas, 24 horas a 25 °C em estufa tipo
B.O.D. A viabilidade dos parasitos foi verificada pelo ensaio MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,  5-difenil-2H-tetrazolio] (Tada et al., 1986).
Resumidamente, o MTT é um método colorimétrico rapido, usado para medir
viabilidade celular. O MTT é acumulado pelas células por endocitose e a reducao
do anel tetrazolico (de cor amarela) deste sal resulta na formacéo de cristais de
formazan (de cor azul), que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou
lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por exocitose,
sendo a endocitose um mecanismo fundamental das células vivas. A quantidade
de conversdo do corante em solucdo pode ser medida por espectrometria UV
visivel. Desta forma, 20 pyL da solucdo de PBS contendo MTT (5 mg / mL) foi
adicionada em cada poco. Apos 4 horas de incubacgéo a 25 °C, foi adicionado 80
puL/poco de SDS 10% por 18 horas a 25 °C. A medida foi realizada em
espectrofotometro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader - Molecular
Devices®) no comprimento de onda de 570 nm. Como controle, foram utilizados
parasitos incubados apenas com meio de cultura (100% de viabilidade) e a
miltefosina foi utilizada como farmaco padréo (Pinto et al., 2014).

3.4.2. Ensaios com amastigota

Macrofagos peritoneais coletados de camundongo BALB/c foram

plagueados (1x10° macréfagos / poco) em microplaca de 16 pocos (NUNC®) e

55



incubados por 24 horas a 37 °C em estufa com 5 % CO:2 para aderéncia na
placa. Apds a incubacgdo, amastigotas de L. (L.) infantum isolados de bago de
hamsters previamente infectados foram purificadas por centrifugacéo diferencial
e adicionados aos macrofagos na proporcao de 1:10 (macrofagos / amastigotas)
e incubados nas mesmas condi¢cdes por mais 24 horas. Os parasitos néo
internalizados foram removidos por lavagem com PBS e os macréfagos
infectados foram tratados com os farmacos cetirizina, cinarizina, ciproeptadina,
fexofenadina e meclizina durante 120 horas nas mesmas condi¢des. Ao final do
tratamento, os macréfagos foram fixados com metanol, corados com Giemsa e
observados em microscépio Optico comum com objetiva de imersdo (100x)
(Reiméo et al., 2012).

3.4.3. Ensaios de citotoxicidade

A determinacédo da concentracao citotoxica 50 % e 90 % (CCso e CCo0)
em células de mamiferos foi avaliada em células NCTC (6x10* células/poco)
semeadas em placas de 96 pocos. Os farmacos (cetirizina, cinarizina,
ciproeptadina, fexofenadina e meclizina) foram dissolvidos em DMSO,
serialmente diluidos com fator de diluicdo de base 2 (200 uM até 3,12 uM) em
meio RPMI com 10% de SFB incubados por 48 horas a 37 °C em estufa com 5%
COz2. A viabilidade foi verificada através do ensaio colorimétrico com MTT,
conforme descrito anteriormente e incubada sob as mesmas condicdes por 4
horas. Apds a incubacéo, foi adicionado 80 L / po¢co de SDS 10% por 18 horas
a 25 °C. Como controle foi usado células incubadas apenas com meio de cultura
(100 % de viabilidade) e a miltefosina foi utilizada como farmaco padréo.

A determinacdo do indice de Seletividade (IS) foi avaliada através da

seguinte férmula:

Citotoxicidade (CCso em células de mamifero)

CEso em amastigota
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3.5. Avaliagédo de alteracao celular em promastigotas de L. (L.) infantum

tratados com farmacos anti-histaminicos

3.5.1. Avaliagcdo da permeabilidade da membrana plasmatica

Os promastigotas (fase final de crescimento) foram lavados em PBS e
2x10° células / poco foram plaqueadas em placa de cultura preta de poliestireno
e incubadas com a sonda fluorescente SYTOX® Green na concentragao de 1
UM por 15 minutos a 25 °C. Os farmacos (cinarizina, ciproeptadina e meclizina)
foram adicionados na concentragédo CEso e CEg e a fluorescéncia foi medida a
cada 20 minutos até 2 horas. A permeabilizacdo maxima foi alcangada com
detergente 0,5 % Triton X-100. A intensidade de fluorescéncia foi determinada
usando um espectrofluorimetro (Filter Max F5 Multi - Mode Microplate Reader -
Molecular Devices) no comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e emissao
de 520 nm. Os controles internos foram: (i) fluorescéncia basal dos farmacos nos
respectivos comprimentos de onda; (ii) promastigotas incubados com meio
(controle negativo); (iii) promastigotas incubados com Triton X-100 (controle

positivo) e (iv) meio sem células (branco) (Mesquita et al., 2013).

3.5.2. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

Os promastigotas (fase final de crescimento) foram lavados em tampéao
HBSS e 2x10° células / poco foram semeadas em placa preta de poliestireno. Os
farmacos (cinarizina, ciproeptadina e meclizina) foram adicionados nas
concentragfes CEso e CEgo por 1 hora a 25 °C. Posteriormente as células foram
incubadas com a sonda fluorescente Rodamina 123 numa concentracdo de 0,3
Mg / mL por 10 minutos a 25 °C. ApOs a incubacéo, as células foram lavadas
duas vezes com HBSS e analisadas usando espectrofluorimetro (Filter Max F5
Multi - Mode Microplate Reader - Molecular Devices) no comprimento de onda
de excitagao de 485 nm e emissao de 535 nm. Os controles internos foram: (i)

fluorescéncia basal dos farmacos nos respectivos comprimentos de onda; (ii)
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promastigotas incubados com meio (controle negativo); (iil) promastigotas
incubados com azida sdédica, (controle positivo) e (iv) meio sem células (branco)
(Lage et al., 2015).

A azida sédica usada como controle positivo nesse estudo atua como
inibidor do complexo respiratério 1V e despolariza o Aym (Stannard e Horecker,
1948; Bennett et al., 1996; Campbell, 2006).

3.5.3. Avaliacado da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Os promastigotas (fase final de crescimento) foram lavados em PBS e
2x108 células/poco e semeadas em placa de cultura preta de poliestireno. Os
farmacos foram adicionados nas concentrac6es CEsoe CEgo por 1 hora e 2 horas
a 25 °C. Posteriormente as células foram incubadas com a sonda fluorescente
permeavel celular diacetato de 2',7'- diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA)
numa concentracdo de 5 uM por 15 minutos a 25 °C. ApOs a incubacédo, as
células foram analisadas usando espectrofluorimetro (Filter Max F5 Multi - Mode
Microplate Reader - Molecular Devices) no comprimento de onda de excitacao
de 485 nm e emissao de 520 nm. Os controles internos foram: (i) fluorescéncia
basal das drogas nos respectivos comprimentos de onda; (ii) promastigotas
incubados com meio (controle negativo); (iii) promastigotas incubados com azida
sédica (controle positivo) e (iv) meio sem células (branco) (de Macedo-Silva et
al., 2011).

3.5.4. Avaliagao de ultraestruturas celulares

Os promastigotas (fase final de crescimento) foram lavados em tampéo
PBS e 2x10’ células/poco foram semeadas em microplaca placa de poliestireno.
Os farmacos (cinarizina, ciproeptadina e meclizina), foram adicionados nas
concentracfes CEgo por 30 minutos, 1, 2, 4 e 6 horas a 25 °C. Em seguida, as
células foram lavadas trés vezes em PBS e fixadas em solucdo de 2,5%

glutaraldeido em tampao cacodilato 0,1 M/ sacarose 0,2 M (pH 7,2), pés-fixadas
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em solucdo de 1% OsOgq, e tratadas com 1% acetato de uranila. As amostras
foram desidratadas em acetona embebida em Epon. As sec¢des foram coradas
em acetato de uranila e citrato de chumbo. Os materiais foram examinados no
microscoépio eletrénico de transmissdo (JEOL 1011; Peabody, MA, EUA). Os
controles internos foram: (i) parasitos incubados com o solvente utilizado para
diluir os farmacos (DMSO), (ii) promastigotas incubados com meio (controle

negativo).

3.5.5. Avaliacéo de tiol intracelular

A concentracéo de tiol intracelular foi determinada em promastigotas de
L. (L.) infatum nas concentragdes CEso e CEgo por duas horas utilizando o kit
comercial de deteccédo de tiol (Cayman Chemical Company, Ml, EUA) seguindo
as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 1x107 promastigotas (fase final de
crescimento) foram concentrados por centrifugacéo a 2000 rpm por 10 minutos.
Apés lavagem com PBS (pH 7,4) o precipitado celular foi homogeneizado em 1
mL de tampéao gelado (100 mM Tris-HCI, pH 7,5, contendo 1 mM de EDTA) e
centrifugado a 13000 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi coletado (50 uL)
e adicionado em microplaca preta. A concentracao de tiol foi estimada utilizando
os comprimentos de onda de excitacdo de 390 nm e emissédo de 520 nm. A
concentracéo de tiol foi calculada usando a equacao obtida da regresséao linear
da curva padréo (Deep et al., 2017).

3.5.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados usando a média e o erro padrdo da
média (EP) de trés experimentos independentes realizados em duplicata. A
determinacdo de CEso e CEgo foi calculada usando o software GraphPad Prism
5.02 (GraphPad Software), através de uma curva sigméide de dose-resposta e

o intervalo de confianga (IC 95 %) foi incluido. A significancia estatistica entre
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amostras foi avaliada através dos valores de P pelo método One-way ANOVA,

aplicando o teste Tukey's Multiple Comparison.

3.6. Avaliagcéo de alteracdo molecular em promastigotas de L. (L.)

infantum tratados com farmacos anti-histaminicos

3.6.1. Padronizacdes de gPCR para avaliacdo da expressdo génica em
promastigotas de L. (L.) infantum

Ensaios de biologia molecular utilizando a metodologia da reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para avaliagdo da expressao génica
exibem sensibilidade e especificidade de ensaio para ensaio, portanto, é
obrigatério a padronizacdo da metodologia para cada nova abordagem
empregada. Para a seguranca e confiabilidade dos dados, apds o tratamento
das amostras bioldgicas, todas as etapas foram padronizadas e registradas a
sequir.

O perfil de expressdo génica de promastigota de L. (L.) infantum foi
analisado com o objetivo de identificar alteracdes moleculares causadas apés o

tratamento com os farmacos.

3.6.2. Tratamento e preparo das amostras biolégicas

Os promastigotas de L. (L.) infantum (fase final de crescimento) foram
lavados em PBS e plagueados (2x10’células / po¢o) em microplaca de cultura.
Os farmacos (cinarizina, ciproeptadina e meclizina) foram adicionados na
concentracéo de CEso por 1 hora a 25 °C. Em seguida, as células foram lavadas
trés vezes com PBS, e suspensas em solucdo de preservacdo RNA later

(Ambion). Depois as amostras foram armazenadas a - 80 °C.
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3.6.3. Extracao de RNA total

Apoés o0 descongelamento das amostras, a solucdo de preservacao foi
removida por centrifugagao (5000 rpm por 10 min). A extracdo de RNA foi
realizada usando o Kit PureLink RNA Mini (Ambion) de acordo com as instrucdes
do fabricante. Resumidamente, as amostras foram suspensas em 600 pL de
tampéao de lise com 2-mercaptoetanol e homogeneizadas usando um disruptor
de células (TissueLyser LT, Qiagen). Em seguida, foi adicionado 700 pL de
etanol 70%, as amostras foram agitadas vigorosamente por 10 min e
centrifugadas a 12000 rpm por 15 segundos. As amostras entdo foram
transferidas para uma membrana a base de silica inserida a um tubo coletor e
submetidas a dois ciclos de lavagens com 700 puL de Wash Buffer I, seguido de
centrifugacdo a 12000 rpm por 15 segundo e a troca do tudo coletor. Apés foi
adicionada 500 pL de Wash Buffer Il, centrifugacdo de 12000 rpm por 15
segundos, com a troca do tudo coletor por microtubo de 1,5 mL. Depois o0 RNA
foi precipitado em 30 pL de &gua livre de RNase. Em seguida as amostras foram
tratadas com DNase-free (Ambion) para evitar eventual contaminantes com DNA

gendmico e armazenadas a - 80 °C.

3.6.4. Quantificacao e analise da qualidade de RNA total extraido

A pureza do RNA extraido foi determinada usando o espectrofotbmetro
Nanodrop modelo ND100 (Thermo Fischer Scientific®). A pureza foi avaliada
através da raz&o entre dois valores de absorbancia nos comprimentos de onda:
(i) A260 / A280 nm para identificar contaminacédo protéica e (ii) A260 / A230 nm
para identificar contaminacao por solventes organicos.

A concentragao do RNA foi determinada usando o kit QuantiFluor RNA
System no fluorimetro Quantus (Promega).

A integridade e qualidade do RNA foi determinada por eletroforese em
microcapilar usando o kit RNA 6000 NanoLabchip no Bioanalyzer 2100 (Agilent

Technologies) conforme instru¢cdes do fabricante.
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3.6.5. Sintese de DNA complementar (cDNA) e Reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real (QPCR)

O cDNA foi sintetizado a partir de aproximadamente 100 ng do RNA total
utilizando a enzima SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen) com
oligo(dT)12-18 (Invitrogen) a 55 °C, com volume final de 20 pL de reagdo. O cDNA
resultante de cada amostra foi diluido 10 vezes e 2 uL foi adicionado ao volume
total de 25 yL das reacdes de gPCR, contendo 1X Kapa SYBR Fast g- Kit Master
Mix (Kapa Biosystems) e oligonucleotideos. Concomitantemente, foi realizada a
mesma reacdo sem a enzima transcriptase reversa (RT-), para confirmar a
auséncia de DNA gendmico nas amostras.

Para a analise do perfil de expressao génica foram utilizados diversos
genes que codificam para proteinas com diferentes funcdes conforme
apresentado na Tabela 5 (Decuypere et al., 2005; Decuypere et al., 2008; Deep
etal., 2017). Areacdo foi realizada no Sistema Step One Real-time PCR (Applied
Biosystems) usando o seguinte protocolo: 95 °C por 3 minutos (desnaturacéao),
seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C (desnaturacao), 20 segundos a
60 °C (anelamento) e 20 segundos a 72 °C (extensdo). A qPCR foi
imediatamente seguida de uma analise de curva de dissociacao no qual ocorreu
um aumento progressivo na temperatura de 0,5 °C a cada 10 segundos, partindo
de uma temperatura de 60 °C até chegar a 95 °C. Os seguintes controles foram
incluidos para cada corrida de cada gene da qPCR: (i) controle negativo da
sintese de cDNA (reacdo sem a enzima transcriptase reversa, RT-, (ii) branco
(tampéo submetido a todas as etapas do processo), (iii)) controle negativo sem
amostra de cDNA (“no-template control”, NTC) e (iv) calibrador (amostra sem
tratamento). Todas as reacBes foram realizadas em triplicata e a média
aritmética do “quantification cycle” (Cq) ou “threshold cycle” (Ct) foi usada para

a anéalise dos dados.
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Tabela 5: Caracteristicas, sequéncia e identificacao dos oligonucleotideos utilizados na reagéo de qPCR.

N Identificacdo A Conc final
Gene Produto Funcao GeneDB Sequéncia (5'-3") (M) Fonte
AQP1-F Proteina de canal integrado CTGTGTCTTTGGTGCCTTTCC 400
Aquagliceroporina 1 de membrana} para LinJ.31.0020 Decuypere et
transporte de agua e al., 2008
AQP1-R pequenos solutos GCCTTTTGGGCGTCGTC 400
MRPA-F _ Transportador intracelular CGAAAGTTGAGCAGGAGACG 300
Proteina multidrogas ABC, envolvido no . Decuypere et
; ) LinJ.23.0290
resistente A sequestro de conjugado al., 2008
MRPA-R " AATCCCCAAGCAGCCAGAC 300
metal-tiol
PRP1-F . : TGATTCCCTTTTTGGGCATTA 400
Proteina de Transportador intracelular Decuvpere et
resisténcia a ABC, envolvido resisténcia LinJ.31.1810 al }/2%08
PRP1-R pentamidina 1 a pentamidina CGTAGAACTTGAGCAGGAGCAC 400 K
ACR2-F Atividade de proteina GCCCAGTCGCTCATACGG 400
Arsenato redutase 2 tirosina fosfatase e metal- LinJ.32.3240 Decuypere et
redutase na presenca de al., 2008
ACR2-R glutationa AGAACGCCTCCCACCCAC 400
TDR1-F Atividade enzimatica GTGGCGAGGATGCGAAGG 500
associada com
- lutaredoxina (enzima
Redutase tiol- 9 . . Decuypere et
dependente 1 redox, usa a glutationa LinJ33.0250 al 3/2%08
TDRI-R como cofactor) CGGACCAGGAAAGGTAGAATAGC 500

63



CS-F GTCTTGGCGGTTCAGTTCG 500
Enzima para a biossintese Decuvpere et
Cisteina sintase de cisteina a partir de LinJ.36.3190 al y2%08
CS-R serina GACATTGTGGTTCGTCTGCTC 500 ”
CBS-F . . CGCCGATGTCAACTGGATG 300
Enzima para sintese de Decuvbere et
Cistationa B-sintase cisteina da homocisteina  LinJ.17.0280 al yz%os
CBS-R via de trans-sulfuragao GCTCCTTCTTCAGCGTGTCG 300 K
SAT-F CCCGTATGCTGACAGAGTTGG 400
Serlna En_2|m,a para b|955|ntes_e de LinJ.34.2490 Decuypere et
acetiltransferase cisteina a partir de serina al., 2008
SAT-R GCCGTGGTGAATGAAGAAGTG 400
GCS-F TTTGCGTCCTGGTGCCTC 500
y-Glutamilcisteina Enzima chave na Decuypere et
sintetase biossintese de glutationa AY371486 al., 2008
GCS-R TCAATGTTTAGTTGGGGGTCC 500
ODC-F ATCCACCTCCAACCCGC 500
Ornitina Enzima chave na M81192 Decuypere et
descarboxilase biossintese de espermidina al., 2008
ODC-R TCCGCAACAGCAACAACAG 500
TR-F GGCGAGGTTCTGGGTGTTC 300
Trinanotiona Oxirredutase central para Decuvpere et
P manutenc¢do do potencial 223135 yp
redutase al., 2008
TR-R celular redox GACTCCGATGGTGCTGTGG 300
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MST-F Reducéo assimilatoria do GGAGGAGAACCGCCACAAC 500
Mercapto-piruvato enxofre e papel putativo na LinJ.05.0980 Decuypere et
sulfurtransferase destoxificagdo de ERO via T al., 2008
MST-R oxidacio da tiorredoxina GCCGCAGGAGAAGACGAAG 500
S8-F . GCAGACAGGAAGACCACCAAG 400
Proteina Ribossomal Constituinte estrutural da Decuypere et
S8 subunidade grande de Lind.24.1470 al. 2008
S8-R ribossomo AGCGGCGTGGACGGACT 400
GS-F TGAGGGTCTTCCGAGTGAGG 400
Biossintese de tiol; Decuvpere et
Glutationa sintetase superexpresséo ligada a LinJ.14.0670 400 al yZ%OS
GS-R resisténcia ao Sh(lll) AAGGCAGGATGGGTGATTTC K
ATUB-F Componente fundamental AGGATGCGGCGAACAACTAC 300
do citoesqueleto, envolvida Decuvbere et
Alfa-tubulina na divisao celular, U09612 al ;%05_
ATUB-R motilidade flagelar e no CAGCGTGGAACACCATAAAGC 300 '
transporte intracelular
CYCL-F Antioxidantes especificos CGGGATGAGTCGTTTTCTGG 500
e de tiol, reduz o perdxido de . Decuypere et
Ciclofilina hidrogénio, peroxinitrito e LinJ.23.0050 al., 2005
CYCL-R hidroperéxidos organicos CGTATTGGGACCTGCGTTG 500
DNAPA-F GGGCGAGGGCAAGACATAC 200
DNA polimerase Multiplicagéo e proliferagéo Decuypere et
. u78172 _
subunidade alfa celular al., 2005;
DNAPA-R GAGAGCGGGCACCAATCAC 200
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PAP-F Determinantes da traducéo GGCAAAGCAAGGTCCATCTACAG 500
Poli (A) polimerase N eT.tab|I|~dage do Z]RNAI‘. LinJ.14.0900 Decluyz%eorse et
PAP-R poriigacao da cauda poll GCACACAAAGGCGGTGAGTATG 500 al,
(A) de mRNA
PABP-F Determinantes da tradugao CCAAGGACGAGGGCACAC 400
Proteina de ligacéo e estabilidade do mRNA LinJ.30.2650 Decuypere et
de poli (A) nuclear por ligacdo da cauda poli T al., 2005;
PABP-R (A) de mRNA CGCCGACAAAGATGGAGGT 400
TRYP-F GCTTCAACGAGCTCAACTGC 400
Triparedoxina o . . Deep et al.,
peroxidase Atividade oxidoreductase LinJ.15.1120 200 2017
TRYP-R CCCTGTTTCTCCTCCAGCAC
CYTB-F Ci b5 ACGCCGTTCTTTGGGTACG 400 b |
ftocromo Atividade oxidoreductase LinJ.15.0050 eep etal,
redutase 2017
CYTB-R TGCCTTCTGAGTCTCCCACC 400
PGM-F CGGCGCTTTTATCTTGACGG 400
Fosfoglucomutase Processo metabdlico de - Deep et al.,
putativa carboidratos Linj.21.0700 2017
PGM-R TAGGTGCCGAGGGTGTGGAT 400
LPP-F TTGGACTTCTGGCTCACGC 400
Proteina precursora Metabolismo lipidico LinJ.31.0870 Deep etal,
de lipase P o 2017
LPP-R AAGGCTGCTGTAAGCGCTG 400

66



TSH-F Tri i CGAACACATGGACAAGCACG 400 b tal
e e iy Metabolismo de tiol LinJ.23.0500 oLy
TSH-R sintetase putativa TGAGTCGGTATGCGTACGTG 400
MDRP-F CTGTACGACCC;ZQ_IA_\CGGCTATCAG 400
Pro_tetlna; multidrogas Transporte ativo LinJ.24.1510 Deggle; al,
VDRP.R e GTGCTCCAGGAAGAGGTAGTACAG
GCTCAC
ABCF-F CTCTGCACAGCCATTCGTAA 400
Cassete de ligagéo . . Deep et al.,
de ATP subfamilia F Transporte ativo LinJ.33.0340 2017
ABCF-R CTCTTTTTCGAACTCCGCAC 400
TCP-F AAACTAACCTTGGGCCTCGT 400
Chap_eronlna TCP20, Dobramento de proteina LinJ.13.1400 Deep etal,
Putativo 2017
TCP-R GACCACACTCGTACTCCCGT 400
AAT-F Transportador de CACCATGGTCGTGTTCTTTG 400 5 |
aminoacidos 19, Transporte ativo LinJ.07.1340 eggle; als
AAT-R putativo CGGATTCGCCATCTCATAGT 400
GAPDH-F : . Enzima glicolitica, catalisa GAAGTACACGGTGGAGGCTG 400
Gliceraldeido-3 a conversao do Deep et al
fosfato iceraldeido.3 fosfar LinJ.30.2990 2817 ”
GAPDH-R  desidrogenase gliceraideldo-s-1osiato em CGCTGATCACGACCTTCTTC 400
1,3-bifosfoglicerato
ATUB2-F Componente fundamental CTACGGCAAGAAGTCCAAGC 400
do citoesqueleto, envolvida Deep et al
Alfa-tubulina na divisao celular, LinJ.13.1450 2817 B
ATUB2-R motilidade flagelar e no CAATGTCGAGAGAACGACGA 400

transporte intracelular
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3.6.6. Avaliacdo do desempenho dareacado de gPCR pelo método de curva-

padréo

O cDNA de uma amostra com 1x10’ promastigotas de L. (L.) infantum foi
preparado conforme descrito anteriormente e submetido a diluicio seriada base
10, as amostras foram diluidas sucessivamente, contendo de 1x107 até 1x103
parasitos, com cinco pontos de diluicdo, para construcdo da curva-padrédo. A
reacao foi realizada no Sistema Step One Real-time (Applied Biosystems)
usando as mesmas condicbes de amplificacdo descritas anteriormente. Para
isso foi realizada a gPCR em triplicata e determinacdo do valor de Cq. Foi
verificado: eficiéncia de amplificacdo, sensibilidade analitica, linearidade, limite
maximo e minimo de deteccdo, e repetibilidade. Para cada gene foi construida
uma curva-padrao, inserindo o valor de Cqg no eixo Y e o valor log da quantidade
da amostra diluida no eixo X, uma equacéo foi obtida da regresséo linear da

curva-padrao.

3.6.7. Prevencdo de contaminacao cruzada

Para trabalhos de expressao génica, cuidados especiais sdo exigidos a
fim de evitar contaminacdo cruzada. Apds a realizacdo dos testes com a
divulgacdo dos resultados devem ser descritos quais medidas foram tomadas
para evitar possiveis contaminacg@es (Bustin et al., 2009; Derveaux et al., 2010).

Para reduzir a possibilidade de contaminacdo dos fragmentos
amplificados, os ensaios foram realizados em ambientes separados. Os
procedimentos pré e 0s pds-ensaios ocorreram em trés salas diferentes, as luvas
foram trocadas com frequéncia, os reagentes foram previamente aliquotados e
foram usados multiplos controles em cada lote de amostras testadas. Ponteiras
equipadas com filtros de vedacéo foram usadas para a pipetagem dos reagentes
e todas as areas e equipamentos foram descontaminadas com hipoclorito de
sédio antes e depois da pipetagem. Além disso, cada cabine de trabalho e sala

era equipada com lotes de reagentes, pipetas e materiais plasticos
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independentes. Em cada reagéo de PCR foi incluido um controle negativo (NTC),

isto €, um tubo contendo agua e mistura de PCR.

3.7. Perfil dos niveis relativos de expressdo génica de promastigotas de L.

(L.) infantum tratados com fa&rmacos anti-histaminicos

A quantificacdo dos niveis de expressao foi analisada como descrito por
Decuypere et al., 2005. O nivel de expressao bruta (ndo normalizado) foi
determinado pelo método do delta Cq, isto é, o valor de Cq de um gene para
uma amostra foi relacionado com valor de Cq do mesmo gene na amostra com
a maior expresséao, levando em consideracdo a eficiéncia de amplificacdo do
PCR para este gene. Posteriormente, os dados foram processados em conjunto
de acordo com Vandesompele et al. (2002) usando o método geNorm VBA para
MS Excel, o qual determina 0s genes com expressao mais estavel, ou seja, 0s
genes normalizadores dentro do seu grupo de estudo. Para avaliar o perfil de
expressao génica entre os promastigotas de L. (L.) infantum submetidos ao
tratamento com os diferentes anti-histaminicos foi utilizada a metodologia do Cq
comparativo (AACq), dada pela equacao [ACqg da amostra teste (Cq gene de
interesse - Cq do gene referéncia) - ACq da amostra calibradora (Cq gene de
interesse - Cg do gene referéncia)]. Posteriormente, o nivel normalizado de

expressao génica do gene alvo foi calculado pela equagdo 2444,

O esquema a seguir (Figura 18), demonstra de forma simplificada a
sequéncia de avaliagBes para os farmacos CNzZ, CPH e MCZ, ativos na forma

amastigota de L. (L.) infantum.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinagdo in vitro da concentracdo efetiva 50 % (CEso) e

concentracao efetiva 90 % (CEg) dos farmacos anti-histaminicos

4.1.1. Avaliagdo da atividade in vitro dos farmacos anti-histaminicos em
promastigotas de L. (L.) infantum

A atividade antileishmania dos farmacos anti-histaminicos cinarizina
(CN2), ciproeptadina (CPH), meclizina (MCZ), fexofenadina (FXF) e cetirizina
(CTZ) em promastigotas de L. (L.) infantum foi avaliada pelo método
colorimétrico MTT. Os valores obtidos para as concentracdes efetivas 50%
(CEs0) e 90% (CEgo) apos incubacéo por 1, 2, 4 e 24 horas estdo representados
na tabela 06. A miltefosina (MTF) foi usada como modelo de farmaco padréo
para comparacao de dados.
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Tabela 6: Avaliagdo da Concentragéo Efetiva 50% (CEso) e 90% (CEogo) de farmacos anti-histaminicos em promastigotas de L. (L.) infantum. Valores expressos em pM. Os
resultados representam a média * erro-padrao da média de trés experimentos independentes realizados em duplicata.

Farmaco Promastigota de Leishmania (Leishmania) infantum

1 hora 2 horas 4 horas 24 horas

CE50% CE90% CE50% CE90% CE50% CE90% CE50% CE90%
CNZz 55,26 £+ 0,16 > 150 45,97 + 0,08 136,60 + 11,48 33,83+£0,79 129,25 + 0,84 24,76 £ 0,23 107,26 + 5,55
CPH 9,65 +1,32 55,71 £1,08 8,83 +£0,68 46,86 = 3,03 7,13+1,40 35,14 £ 5,42 6,89 £ 1,40 26,64 + 0,86
MCZ 4196 +0,97 >150 34,01 + 2,83 > 150 25,65+ 1,89 > 150 22,19 + 3,65 86,22 + 6,68
FXF > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150
CTZ > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150 > 150
MTF 139,9 > 150 40,86 > 150 25,52 97,25 14,99 100
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O farmaco CPH apresentou valores de CEso de 6,89 a 9,65 pM, nos
periodos de incubacéo utilizados. Apos 24 horas, foi 2 vezes mais efetivo que o
farmaco padrdao MTF. Os valores de CEgo variaram de 26,64 a 55,71 uM, entre
le 24 horas ap0s aincubacgéo

O farmaco CNZ exibiu valores de CEso entre 24,75 a 55,26 UM, apos as
incubagdes. Os valores de CEgo variaram de 107,26 a >150 pM.

O farmaco MCZ apresentou valores de CEsode 22,19 a 41,96 uM, apos
as incubacdes. O valor de CEgo foi acima de 150 pM nas primeiras horas de
incubacédo, e apods 24 horas, expressou um valor de CEgo de 86,22 M.

Os farmacos FXF e CTZ nao apresentaram atividade antileishmania na
concentracdo maxima avaliada de 150 uM. Os farmacos ativos demonstraram

uma relagéo tempo dependente para a atividade antileishmania.

4.1.2. Avaliacao da atividade in vitro dos farmacos anti-histaminicos

em amastigotas de L. (L.) infantum

A atividade antileishmania dos farmacos anti-histaminicos em
macréfagos peritoneais infectados com amastigotas de L. (L.) infantum foi
avaliada por microscopia o6ptica apdés 120 horas de incubacdo. Todos 0s
experimentos foram analisados somente quando a carga parasitaria do controle
apresentava uma infecgcdo maior que 90%. Na Tabela 7 estéo representados os

valores obtidos para a CEso.
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Tabela 7: Avaliagdo da Concentragdo Efetiva 50% (CEso) de farmacos anti-histaminicos em amastigotas
de L. (L.) infantum. Valores expressos em UM. Os resultados representam a média * erro-padrdo de dois
experimentos independentes realizados em duplicata.

Farmaco Amastigota de L. (L.) infantum
CPH 30,21 +9,93

CNz 19,93 + 1,60

MCZ 35,11 +4,01

FXF >100

CTZ >100

MTF 17,80+ 1,39

Os farmacos CPH, CNZ e MCZ apresentaram CEso entre 19 e 35 uM,

com efetividade similar ao farmaco MTF, ndo havendo diferenca estatisticamente

significante. Os farmacos FXF e CTZ ndo apresentaram atividade antileishmania

na maior concentracao testada de 100 uM (Figura 19).
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Figura 19: Atividade antileishmania dos farmacos anti-histaminicos em macrofagos infectados com
amastigotas de L. (L.) infantum. Células tratadas por 120 h. CPH = ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ =
cinarizina, FXD = fexofenadina, CTZ = cetirizina. Os resultados expressam a média + erro-padréo de trés
experimentos independentes realizados em duplicata.
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4.1.3. Avaliacdo da citotoxicidade dos farmacos anti-histaminicos em

células de mamifero

Os farmacos anti-histaminicos foram incubados com células NCTC por
48 horas e a viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico MTT.
O IS foi calculado pela razéo entre CCso deste ensaio pela CEso em amastigotas
de L. (L.) infantum de 120 horas. Os valores obtidos para as concentracdes

citotéxicas 50% (CCso) e 90% (CCo0) estao representados na Tabela 8.

Tabela 8: Avaliacdo da Concentragdo Citotoxica 50% (CEso) e 90% (CEgo) de farmacos anti-histaminicos
em células NCTC. Valores expressos em pPM. Os resultados representam a média * erro-padrao de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. IS = indice de seletividade

Farmaco NCTC-L929 IS
CCso CCoo

CPH 125,35 +1,75 166,34 + 2,92 4,15
CNZ 128,94 + 29,16 >200 6,47
MCZ >200 >200 >5,70
FXF >200 >200 -
CTZ >200 >200 -
MTF 116,70 £ 5,30 >200 >6,55

A CPH e a CNZ demonstraram citotoxicidade similar ao farmaco
miltefosina com CCso de 125,35 e 128,9 uM respectivamente, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante. Os farmacos MCZ, FXF e CTZ nao
apresentaram atividade citotoxica na maior concentracao testada de 200 pM. O
indice de seletividade variou entre 4,1 a > 5,7 ndo havendo diferenca

estatisticamente significante.
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4.2. Avaliacdo de alteragao celular em promastigotas de L. (L.) infantum

incubados com farmacos anti-histaminicos

Os farmacos CNZ, CPH e MCZ apresentaram efetividade contra
amastigotas de L. (L.) infantum, forma relevante de interesse clinico e deram
continuidade aos estudos. Com 0 objetivo de identificar o mecanismo de acdo
destes farmacos, foram avaliadas as altera¢gfes celulares que estes provocam
quando incubados com o parasito levando a morte. Por questfes técnicas, a
forma promastigota foi utilizada como modelo celular usando as concentracfes

efetivas determinadas anteriormente.

4.2.1. Analise da permeabilidade da membrana plasmética

A permeabilidade da membrana plasméatica de promastigotas de L. (L.)
infantum tratados com os farmacos anti-histaminicos que apresentaram
atividade antileishmania foi avaliada usando a sonda fluorescente SYTOX®
Green. Ela penetra facilmente em células que apresentam comprometimento na
membrana plasmética e apresenta um aumento >500 vezes na intensidade de
fluorescéncia apOs se ligar com alta afinidade ao acido nucléico de células
mortas, e ndo atravessa células viaveis (Johnson e Spence, 2010).

Foram avaliadas duas concentracfes diferentes, CEso e CEoo, dos
farmacos CNZ, CPH e MCZ incubados por até 120 minutos. Considerando o
valor da CEso (Figura 20), a CNZ provocou um aumento da intensidade de
fluorescéncia (19%, P < 0,0001) ap6s 60 minutos e (25%, P < 0,0001) 120
minutos, quando comparado com as células néo tratadas. A CPH e MCZ néo

causaram alteracao significativa na permeabilidade da membrana plasmatica.
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Figura 20: Permeabilidade da membrana plasmética de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com os
farmacos anti-histaminicos na concentracdo efetiva 50% (CEso) e incubados com SYTOX® Green. Os
promastigotas foram tratados com Triton X-100 para obter 100% de permeabilidade (controle positivo).
Células ndo tratadas foram usadas como controle negativo. CNZ = cinarizina, CPH = ciproeptadina, MCZ =
meclizina. Os resultados expressam a média + desvio-padrdo de um experimento representativo de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. ***P < 0,0001; **P < 0,001

Considerando o valor da CEg (Figura 21), a CNZ provocou um
significativo aumento na intensidade de fluorescéncia (60 minutos = 79%, P <
0,0001; 120 minutos = 88%, P < 0,0001), quando comparado com as células nédo
tratadas. Um efeito menor foi observado para a MCZ (60 minutos = 31%, P <
0,0001; 120 minutos = 53%, P < 0,0001) e para a CPH (60 minutos = 7%. P <
0,001; 120 minutos = 16%, P < 0,0001). Foi observado um efeito concentracéo-
tempo-dependente na permeabilidade da membrana plasmatica dos parasitos

tratados com os farmacos anti-histaminicos.
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Figura 21: Permeabilidade da membrana plasmética de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com os
farmacos anti-histaminicos na concentracéo efetiva 90% (CEgo) e incubados com SYTOX® Green. Os
promastigotas foram tratados com Triton X-100 para obter 100% de permeabilidade (controle positivo).
Células ndo tratadas foram usadas como controle negativo. CNZ = cinarizina, CPH = ciproeptadina, MCZ =
meclizina. Os resultados expressam a média + desvio-padrdo de um experimento representativo de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. ***P < 0,0001; **P < 0,001.

4.2.2. Andlise de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A alteracdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio em
promastigotas de L. (L.) infantum incubados com farmacos anti-histaminicos foi
avaliada utilizada a sonda fluorescente H2DCFDA. Esta sonda é uma forma
quimicamente reduzida de fluoresceina utilizada como um indicador de ERO.
Apods a clivagem dos grupos acetato por esterases intracelulares e oxidacao, a
sonda nao fluorescente é convertida para a forma altamente fluorescente 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF). A deteccao da oxidacdo desta sonda pode ser
monitorada pelo aumento da fluorescéncia utilizando um espectrofluorimetro (de
Macedo-Silva et al., 2011).

Considerando o valor da CEso (Figura 22) ou CEg (Figura 23) em 1 e 2
horas dos farmacos CNZ, CPH e MCZ néao houve alteragdo estatisticamante
significante na producdo de ERO quando comparado com as células né&o
tratadas (P > 0,05).
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Figura 22: Producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em promastigotas de L. (L.) infantum tratados
com os farmacos anti-histaminicos na concentragdo efetiva 50% (CEso) e incubados com a sonda
H2DCFDA. Tratamento por 1 hora e 2 horas. CPH = ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ = cinarizina, CTL
= células nao tratadas, AZD = azida sdédica, controle positivo. Os resultados expressam a média + desvio-
padrao de um experimento representativo de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 23: Producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em promastigotas de L. (L.) infantum tratados
com os farmacos anti-histaminicos na concentragdo efetiva 90% (CEg) e incubados com a sonda
H2DCFDA. Tratamento por 1 hora e 2 horas. CPH = ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ = cinarizina, CTL
= células nao tratadas, AZD = azida sédica, controle positivo. Os resultados expressam a média + desvio-
padrao de um experimento representativo de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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4.2.3. Analise do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar o efeito dos farmacos anti-histaminicos na mitocéndria de
promastigotas de L. (L.) infantum foi analisado o potencial de membrana
mitocondrial, indicado pela sonda Rodamina 123, um corante catiénico
fluorescente que € rapidamente capturado pela mitocondria ativa sem efeito
citotéxico e se acumula na mitocéndria polarizada (Figura 24). Ap6s 1 hora de
tratamento, todos os farmacos reduziram o nivel de fluorescéncia da Rodamina
123, indicando despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial.
Considerando o valor da CEso, CPH, CNZ e MCZ causaram uma reducéo na
intensidade de fluorescéncia de 92% (P < 0,001), 60% (P < 0,05) e 85% (P <
0,001) respectivamente, comparado com o0s parasitos nao tratados. Para CNZ e
CPH, o efeito de despolarizacéo foi concentracdo-dependente. Considerando o
valor da CEdgo, 0 nivel de fluorescéncia ficou indetectavel para CPH (P < 0,0001),
CNZ e MCZ mostraram elevada reducédo de 81% (P < 0,001) e 59% (P < 0,05),
respectivamente. Um efeito similar foi observado com a azida sodica (inibidor do

complexo respiratorio 1V), utilizada como controle positivo.
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Figura 24: Potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de L. (L.) infantum tratados com os
farmacos anti-histaminicos na concentragéo efetiva 50% (CEso) e 90% (CEgo) e incubados com a sonda
Rodamina 123. CPH = ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ = cinarizina, CTL = células néo tratadas, AZD
= azida sodica, controle positivo. Os resultados expressam a média + desvio-padrdo de um experimento
representativo de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *P < 0,05; **P < 0,001; ***P <
0,0001.
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4.2.4. Determinacgéo de tiol intracelular

Os niveis intracelulares de tidis em promastigotas de L. (L.) infantum
incubados com os farmacos anti-histaminicos CNzZ, CPH e MCZ foram
determinados por método fluorimétrico.

Considerando o valor da CEso ou CEgo dos farmacos CNZ, CPH e MCZ
em 2 horas, ndo houve alteragdo significativa na producdo de glutationa

comparado ao grupo controle de parasitos nao tratados (figura 25).

Glutationa

1 CE50

404 CE90

nM

Figura 25: Avaliacdo do nivel intracelular de glutationa em promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
farmacos anti-histaminicos na concentracdo efetiva 50% (CEso) e 90% (CEoo), por 2 horas. CPH =
ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ = cinarizina, Controle = células ndo tratadas. Os resultados
expressam a média * erro-padrdo da média de dois experimentos independentes realizados em duplicata.

Considerando o valor da CEso dos farmacos CPH e MCZ n&o houve
alteracao significativa na producéo de cisteina. CNZ n&o causou alteracdo em
ambas concentragfes. Entretanto, quando avaliada a CEgo, houve tendéncia de
elevacdo de cisteina para os farmacos CPH e MCZ porém sem diferenca

estatisticamente significante, comparado ao grupo néo tratado (Figura 26).
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Figura 26: Avaliacao do nivel intracelular de cisteina em promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
farmacos anti-histaminicos na concentracdo efetiva 50% (CEso) e 90% (CEoo), por 2 horas. CPH =
ciproeptadina, MCZ = meclizina, CNZ = cinarizina, Controle = células ndo tratadas. Os resultados
expressam a média + erro-padrdo da média de dois experimentos independentes realizados em duplicata.

4.2.5. Analise celular ultraestrutural por microscopia eletrénica de

tfransmissao

Além dos estudos de mecanismo de acédo, a analise das ultraestruturas
celulares foi realizada usando a microscopia eletrénica de transmissao para
identificar alteragcbes em promastigotas de L. (L.) infantum tratados com os
farmacos anti-histaminicos.

Considerando o valor da CEge os farmacos CNZ, CPH e MCZz
provocaram alteracfes morfoldgicas e ultraestrutuais, com dano crescente no
decorrer dos tempos estudados, 30 minutos até 6 horas, comparado ao grupo
controle de parasitos néo tratados (Figura 27).
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Ultraestruturas caracteristicas do promastigota de Leishmania foram
observadas no grupo controle. Células delgadas e alongatas, com surperficie
celular lisa,. A mitocondria ramificada contendo cristas bem definidas com o
cinetoplasto (complexo DNA mitocondrial) em forma de bastdo e uma matriz

eletro-densa no citoplasma (Figura 27).

Figura 27: Microscopia eletrénica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum, grupo controle de
parasitos ndo tratados. m = mitocdndria, n = nucleo, f = flagelo, K= cinetoplasto.
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Tratamento com CNZ apds 30 minutos: causou descolamento da
membrana nuclear, inchaco mitocondrial (Figura 28); 2 horas: fragmentacédo do
DNA (Figura 29); 4 horas: degeneracdo do conteudo nuclear e das cristas
mitocondriais (Figutra 30) e; 6 horas: perda do conteddo da matriz e
desorganizacdo da membrana interna com formacdo de bolhas na membrana

plasmatica (Figura 31).

Figura 28: Microscopia eletrdnica de transmissdo de promastigotas de L. (L.) infantum, tratados com
cinarizina na CEgo ap6s 30 minutos. m = mitocdndria, n = nucleo, f = flagelo. Seta vermelha: descolamento
da membrana nuclear.

84



Figura 29: Microscopia eletrdnica de transmissdo de promastigotas de L. (L.) infantum, tratados com
cinarizina na CEgoap6s 2 hora. m = mitocdndria, n = ndcleo, mt = microtibulos subeliculares. Seta vermelha:
descolamento da membrana nuclear e fragmentac¢éo do DNA.
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Figura 30: Microscopia eletrdnica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum, tratados com

cinarizina na CEgo apés 4 hora. m = mitocondria, n = nicleo, f = flagelo. Seta vermelha: degeneragdo da
mitocéndria e do conteddo nuclear.
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Figura 31: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum, tratados com
cinarizina na CEgo apds 6 hora. n = nucleo, f = flagelo. Seta vermelha: desorganizag¢éo do contetido
nuclear, (estrela) bolhas na membrana plasmaética.
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Tratamento com CPH ap6s 30 minutos: provocou a descontinuidade
dos microtubulos subpeliculares, desorganizacdo da membrana e do conteudo
mitocondrial, e aumento do numero de vesiculas com contetdo eletro-denso
distribuidas no citoplasma (Figura 32); 2 horas: incha¢o da mitocéndria (Figura
33); 4 horas: completa desorganizacdo do conteudo intracelular, descolamento
e enrugamento da membrana plasmatica (Figura 34); 6 horas: formacéo de

vesiculas endociticas (Figura 35).
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Figura 32: Microscopia eletrbnica de transmissdo de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
ciproeptadina na CEqo apds 30 minutos. m = mitocéndria, n = nicleo, v = vesiculas com conteddo eletro-
denso. Seta preta: descontinuidade dos microtubulos subpeliculares, desorganiza¢éo da membrana e do
conteido mitocondrial.
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Figura 34: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
ciproeptadina na CEso apds 4 horas. m = mitocondria, v = vesiculas com contelido eletro-denso. Seta preta:
descolamento e enrugamento da membrana plasmatica.
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Figura 35: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
ciproeptadina na CEgo ap06s 6 horas. m = mitocondria, ve = vesicula endocitica. Seta preta: enrugamento
da membrana plasmatica.
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Tratamento com MCZ apés 30 minutos: provocou o inchaco da
mitocondria e descolamento da membrana nuclear (Figura 36); 2 horas:
formacdo de organelas com conteudo eletro-denso (Figura 37); 6 horas:
progressiva perda do contetado da matriz e descontinuidade dos microtubulos

subpeliculares (Figura 38).

Figura 36: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
meclizina na CEgo apds 30 minutos. m = mitocondria, k = cinetoplasto, n = nlcleo. Seta vermelha: inchago
da mitocdndria e descolamento da membrana nuclear.
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Figura 37: Microscopia eletrbnica de transmissdo de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
meclizina na CEgo ap6s 2 horas. m = mitocdndria, k = cinetoplasto, n = ntcleo, f = flagelo, bf = bolsa flagelar,
v = vesiculas com conteldo eletro-denso. Seta vermelha: descolamento da membrana nuclear.
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Figura 38: Microscopia eletrénica de transmissdo de promastigotas de L. (L.) infantum tratados com
meclizina na CEgoap6s 6 horas. m = mitocondria, n = ndcleo, mt = microtibulos multivesiculares. Seta preta:
descontinuidade dos microtibulos subpeliculares e progressiva perda do conteddo da matriz.
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4.3. PadronizacOes de qPCR para avaliagdo da expressédo génica em

promastigotas de L. (L.) infantum tratados com farmacos anti-histaminicos

4.3.1. Quantificacdo e analise da qualidade do RNA total

O RNA total de promastigotas de L. (L.) infantum foi extraido pelo método
de purificacdo em coluna com membrana de silica. A qualidade e a quantidade
do RNA foram analisadas por diferentes metodologias (Tabela 9). A pureza do
material extraido, com relacdo a contaminantes protéicos, foi avaliada em
espectrofotometro (NanoDrop) pela medida da razdo A260 / 280, resultando em
um valor entre 1,7 e 2,0, indicando que ndo ha contaminantes. Somente pela
medida da A260 nm né&o é possivel discriminar entre a presenga de DNA e RNA.
Desta forma, o material foi quantificado usando corante fluorescente especifico
para RNA e a medida do sinal de fluorescéncia foi realizada em um fluorimetro
(Quantus). A determinacao especifica da concentracdo de RNA foi de 54 a 76
ng/uL.

A andlise da integridade do RNA foi determinada em um sistema de
eletroforese automatizado (Bioanalyzer 2100), combinando a quantificacdo da
integridade e da concentracdo. Através de um gel virtual e eletroferograma o
programa utilizado calcula o numero de integridade do RNA (RIN; “RNA integrity
number”), que pode variar de 1 (degradado) até 10 (intacto). A figura 39
apresenta a integridade das amostras analisadas. O valor de RIN foi entre 2 e 8,

numa faixa de concentracéo de 82 a 128 ng/uL (Tabela 9).
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Tabela 9: Analise da pureza e concentracdo de RNA usando espectrofotdbmetro (NanoDrop), fuorimetro
(Quantus) e sistema de eletroforese automatizado (Bioanalyzer 2100). CNZ = promastigotas tratados com
cinarizina; CPH = promastigotas tratados com ciproeptadina; MCZ = promastigotas tratados com meclizina;
C+ = Controle (promastigotas ndo tratados); Leishefic = promastigotas néo tratados usados na construgéo
da curva-padréo.

NanoDrop Quantus Bioanalyzer

Amostra

(RNA) — — Conc Conc RIN Conc

(ng/uL)  (ng/pL) (ng/uL)

CNZz 2,00 0,29 128,94 53,7 6,8 86
CPH 1,98 1,53 189,64 65,6 7,6 128
MCZ 2,00 0,77 174,07 56,2 2,3 82
C+ 1,95 1,55 166,8 75,9 2,3 107
Leishefic 1,72 0,77 21,95 - 6,1 15

RIN = RNA integrity number; A= absorbéancia; Conc = Concentragao
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Figura 39: Analise da pureza e integridade de RNA usando o sistema de eletroforese automatizado
(Bioanalyzer 2100). Imagem de um gel virtual gerada pelo programa 2100 Expert. CNZ = promastigota
tratada com cinarizina; CPH = promastigota tratada com ciproeptadina; MCZ = promastigota tratada com
meclizina; C+ = Controle (promastigota ndo tratada); Leishefic = promastigota néo tratada usada para
determinacéo da curva-padréao.
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4.3.2. Avaliacao de eficiéncia da reagdo de qPCR

A eficiéncia da reacdo para a amplificacdo do cDNA foi obtida apos a
confeccdo da curva-padrdo com diluicbes seriadas em 5 pontos. Foram
realizadas andlises para todos os genes em estudo (Tabela 10). O valor de
declive (“slope”) da curva indica a eficiéncia da reagcdo. A maioria dos genes
analisados apresentaram uma eficiéncia proxima de 1, considerando que 1
representa uma eficiéncia de 100%, isto é, a quantidade do produto de PCR
dobra a cada ciclo. Dos 30 genes analisados, 18 apresentaram o valor de
eficiéncia > 90%. O coeficiente de determinacgéo (r?) representa a linearidade dos
dados, todos os genes apresentaram um valor de r? > 0,99, que é desejavel para
as reacodes. Os valores de eficiéncia, limites de deteccdo e coeficiente de
determinacao para cada gene estdo apresentados na Tabela 12. Dos 30 genes
analisados, apenas em 04 genes (S8, CYCL, TSH e MDRP) néo foi possivel
determinar o0s parametros, por apresentarem uma elevada amplificacdo
inespecifica do produto amplificado. A otimizacdo da reacdo destes genes
(concentracdo de oligonucleotideos, curva de dissociacdo, concentracdo de
reagentes, temperatura de ciclagem, etc) pode favorecer uma amplificacdo

satisfatoria.

97



Tabela 10: Andlise da eficiéncia, coeficiente de determinacao (r2) e limite de detecgdo dos genes obtidos

da curva-padrdo de promastigotas de L. (L.) infantum.

Gene Eficiéncia (%) r? LDMax LDMin

GCS 111,60 0,997 1,0E+07 1,0E+03
CS 108,04 0,992 1,0E+07 1,0E+04
TDR1 107,61 0,991 1,0E+07 1,0E+05
DNAPA 105,90 0,983 1,0E+07 1,0E+04
AQP1 104,80 0,997 1,0E+07 1,0E+04
GAPDH 100,62 0,999 1,0E+07 1,0E+04
PAP 98,51 1,000 1,0E+07 1,0E+05
PGM 97,91 0,993 1,0E+07 1,0E+05
ATUB2 96,37 1,000 1,0E+07 1,0E+04
ATUB 95,14 1,000 1,0E+07 1,0E+04
TR 94,61 0,998 1,0E+07 1,0E+03
TCP 94,43 0,999 1,0E+07 1,0E+04
LPP 94,31 0,998 1,0E+07 1,0E+04
CYTB 92,96 0,995 1,0E+07 1,0E+05
ABCF 92,60 0,999 1,0E+07 1,0E+05
TRYP 92,27 0,994 1,0E+07 1,0E+05
MRPA 91,53 0,998 1,0E+07 1,0E+05
CBS 91,28 0,997 1,0E+07 1,0E+05
PABP 88,47 1,000 1,0E+07 1,0E+05
AAT 88,40 1,000 1,0E+07 1,0E+05
GS 84,24 0,999 1,0E+07 1,0E+04
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OoDC 81,72 1,000 1,0E+07 1,0E+05

MST 80,66 0,997 1,0E+07 1,0E+05
PRP1 77,93 0,998 1,0E+07 1,0E+04
ACR2 72,79 0,990 1,0E+07 1,0E+05
SAT 72,79 0,997 1,0E+07 1,0E+05
S8 nd
CYCL nd
TSH nd
MDRP nd

Nd = ndo determinado, elevada amplificagdo inespecifica do produto amplificado; LDMax= limite de
detecg¢do maximo; LDMin= limite de detec¢do minimo.

4.3.3. Analise da curva de dissociacao

Diante dos resultados de eficiéncia apresentados anteriormente, dos 30
genes avaliados, 18 apresentaram caracteristicas favoraveis (E = 100 +10 %) e
deram continuidades aos estudos.

A avaliacdo da gPCR foi dada pela curva de dissociacdo para garantir a
especificidade da reacao. A curva de dissociacdo foi analisada pela temperatura
de dissociacdo (melting temperature, Tm) dos produtos amplificados. Foi
utilizado um controle de amplificacéo, isto €, amostras de cDNA na qual a reacao
nao continha a enzima transcriptase reversa (RT-), para se certificar que nao
havia contaminagdo com DNA gendmico.

A determinagcao da Tm possibilita a diferenciagéo entre a amplificacéo
de produtos especificos, que sdo as amostras teste (promastigotas de L. (L.)
infantum tratados) e calibradora (promastigotas de L. (L.) infantum n&o tratados)
de amplificagbes inespecificas, como por exemplo, a formacdo de dimeros de
primers.

As amostras controle (NTC e branco) apresentaram amplificagbes

inespecificas, com valores de Tm bem distintos das amostras teste e calibradora.
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Além disso, apresentarm valor de Cq elevado, isto €, a quantidade de produto

amplificado € desprezivel quando comparado as amplificacdes de produtos

especificos observados nas amostras teste e calibradora.

Todos 0s genes demonstraram alta especificidade de amplificacéo, e

nao houve amplificagdo de contaminantes. Na Tabela 11 estdo representadas

as Tm dos genes avaliados.

Tabela 11: Temperatura de dissociacao (Tm) dos genes avaliados de promastigotas de L. (L.) infantum.

Gene Tm

GCS 80,7°C
CS 82,5°C
TDR1 88,3°C
DNAPA 82,2°C
AQP1 83,7°C
GAPDH 87,9°C
PAP 83,4°C
PGM 86,9°C
ATUB2 87,2°C
ATUB 86,2°C
TR 85,0°C
TCP 84,2°C
LPP 85,2°C
CYTB 83,7°C
ABCF 84,9°C
TRYP 88,2°C
MRPA 86,4°C
CBS 84,2°C
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4.3.4. Determinagédo dos genes referéncia

Para avaliar o perfil de expressao génica entre os promastigotas de L.
(L.) infantum submetidos ao tratamento com os diferentes anti-histaminicos foi
utilizado o método do Cq comparativo (AACq). Para o uso deste método, a
eficiéncia dos ensaios dos genes alvo e referéncia devem ser semelhantes. Do
painel de 30 genes estudados, 18 genes foram selecionados como possiveis
candidatos a genes referéncia, por apresentarem caracteristicas favoraveis a
analise, tal como eficiéncia de 100% (+10%), alta especificidade e sensibilidade
de amplificacdo. O gene referéncia ideal deve apresentar expressao estavel
entre as diferentes amostras e tempos avaliados. Ele é usado para normalizar o
dado e corrigir as diferencas entre a quantidade de cDNA das amostras.

Os genes selecionados foram analisados no programa geNorm. Os
valores de estabilidade génica foram medidos com base nos niveis de expresséo
nao normalizados. O programa calcula a variagcdo aos pares para todos os
genes, definindo como valor M a média da variacdo de um gene em relacédo a
todos os outros. Para todos os genes candidatos foram determinados os valores
M, e o gene referéncia, com maior estabilidade, é o que possui o menor valor M.
Na Tabela 12 estdo apresentados os valores médios de estabilidade de
expressdo (M) dos candidatos a genes referéncia. O gene ATUB2 foi
considerado o mais estavel com valor M igual a 0,452. J4 0 gene menos estavel
e menos adequado para os estudos foi 0 gene TCP com valor M igual a 0,836.

Quando se considerou o par de genes com maior estabilidade, os genes
ATUB2 e CYTB foram identificados como os mais estaveis para serem usados
como genes referéncias. Na Figura 40, os genes estdo classificados de acordo
com o aumento da estabilidade de expressao, iniciando com genes menos

estaveis (a esquerda) terminando com os dois genes mais estaveis a direita.
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Tabela 12: Candidatos a gene referéncia de promastigotas de L. (L.) infantum analisados pelo programa

geNorm.

Gene

Valor de estabilidade (M)

ATUB2

LPP

CYTB

PAP

GCS

ATUB

MRPA

TR

Cs

TRYP

AQP1

PGM

GAPDH

CNAPA

CBS

ABCF

TOR1

TCP

0,452
0,455
0,467
0,476
0,489
0,529
0,544
0,632
0,632
0,635
0,657
0,663
0,672
0,731
0,747
0,748
0,81

0,836

|]oAg)S3

[2ABISU|
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Figura 40: Valor médio de estabilidade de expressdo (M) dos genes referéncia obtido pelo programa
geNorm. Os genes estao classificados de acordo com o aumento da estabilidade de expresséo, iniciando
com genes menos estaveis (a esquerda) terminando com os dois genes mais estaveis a direita.

4.3.5. Comparacédo da eficiéncia de amplificacdo: gene referéncia versus

gene alvo

Apos a determinacéo do gene referéncia, o gene ATUB2 foi selecionado
por apresentar maior estabilidade de expressédo entre as amostras teste e
calibradora. Depois o gene referéncia foi comparado aos genes alvos. Somente
guando a eficiéncia de ambos os ensaios € similar pode utilizar o método do Cq
comparativo. Para isso, utilizando a curva-padrao de Leishmania, foi calculada a
diferenca dos valores de Cq do gene alvo do Cq do gene de referéncia (ACQ).
Os valores de ACq foram plotados contra o logaritmo da concentracéo de
parasitos e realizada uma regressao linear. Os valores de slope >-0,1a<0,1
foram considerados com eficiéncias comparaveis. Na Tabela 13, estdo
representados os valores de slope da determinacéo da eficiéncia de amplificacao
dos genes avaliados. Dos 18 genes analisados, 11 apresentaram eficiéncia

comparavel a eficiéncia do gene referéncia.
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Tabela 13: Comparacdo da eficiéncia de amplificacdo entre gene referéncia ATUB2 e genes alvo em
promastigotas de L. (L.) infantum né&o tratados. A diferenca na eficiéncia da qPCR foi determinada pelo valor

de slope calculado na regresséo linear.

Gene Valor de slope
Validados

CBS -0,105
MRPA -0,0975
TRYP -0,07667
ABCF -0,0675
CYTB -0,05834
LPP -0,05383
TCP -0,051
ATUB -0,03117
PGM 0,07167
PAP 0,0875
GAPDH 0,105

Nao validados

TR 0,1223
GCS 0,1647
AQP1 0,1998
DNAPA 0,2252
CS 0,2693
TDR 0,2933

104



4.4. Perfil de expressdo génica de promastigotas de L. (L.) infantum

tratados com farmacos anti-histaminicos

A normalizacdo dos dados foi feita levando em consideracdo o gene
referéncia proposto pelo geNorm, que além de fornecer os genes mais estaveis
e mais adequados, informa o par de genes com menores variagcoes. Assim, 0S
dados de expressédo génica foram calculados por quantificagdo relativa, que
necessita além do gene referéncia, uma amostra calibradora, a qual todas as
outras amostras sdo comparadas para determinar o nivel de expresséo relativa
para um dado gene. Para isso, como amostra calibradora foi utilizada a amostra
de promastigota de L. (L.) infantum nao tratada.

Para a analise de expressdo génica pelo método comparativo foram
selecionados 11 genes por apresentarem eficiéncia semelhante. Foi analisada a
variacdo na expressao dos genes alvos MRPA, PAP, CBS, TRYP, CYTB, PGM,
ABCF, TCP, LPP, GAPDH e ATUB (Figura 41) normalizados pelo gene
referéncia ATUB2 entre as amostras de promastigotas de L. (L.) infantum
tratados com os anti-histaminicos CNZ, CPH e MCZ e, entdo comparada a
expressdo medida nos parasitos ndo tratados.

O tratamento com os farmacos CNZ e CPH diminuiram a expresséo do
gene CBS e MCZ provocou um aumentou, com variagdo na expressao génica
relativa estatisticamente significante. Efeito similar, foi observado na expressao
do gene ABCF, os farmacos CNZ e CPH reduziram a expressao e MCZ
aumentou. Comparativamente entre os tratamentos, o farmaco CPH provocou
maior decrécimo. Também foi identificado reducéo na expresséo do gene TRYP
apos o tratamento com farmacos CNZ e CPH, no entanto, MCZ nédo causou
alteracdo estatisticamente significante. Com relacdo ao gene PGM, o farmaco
CNZ aumentou a expressdo quando comparado ao tratamento com MCZ. O
gene TCP sofreu reducdo na sua expressao quando o parasito foi tratado com o
farmaco MCZ (Figura. 42). Comparativamente entre os tratamentos, o farmaco
CPH provocou maior elevacédo, com diferenca estatisticamente significante. O
tratamento com os farmacos CNZ, CPH e MCZ nédo causou alteracéo
estatisticamente significante na expressdo relativa dos genes MRPA, PAP,
CYTB, LPP, GAPDH e ATUB (Figura 43).
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Figura 41: Expresséo relativa dos genes alvo MRPA, PAP, CBS, TRYP, CYTB, PGM, ABCF, TCP, LPP, GAPDH e ATUB em relagéo ao gene de referéncia ATUB2,

analisados em promastigotas de L. (L.) infantum submetidos ao tratamento com os farmacos CNZ, CPH e MCZ na CEso por 1 h. O nivel de expressao foi redimensionado
baseado na amostra calibradora (promastigotas ndo tratados).
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Figura 42: Expressao relativa dos genes alvo CBS, ABCF, TRYP, PGM e TCP em relagdo ao gene de referéncia ATUB2, analisados em promastigotas de L. (L.) infantum
submetidos ao tratamento com os farmacos CNZ, CPH e MCZ na CEso por 1 h. O nivel de expresséo foi redimensionado baseado na amostra calibradora (promastigotas néo

tratados).
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Figura 43: Expresséao relativa dos genes alvo MRPA, PAP, CYTB, LPP, GAPDH e ATUB em relagéo ao gene de referéncia ATUB2, analisados em promastigotas de L. (L.)
infantum submetidos ao tratamento com os farmacos CNZ, CPH e MCZ na CEso por 1 h. O nivel de expresséo foi redimensionado baseado na amostra calibradora (promastigotas
nao tratados).
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5. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral ainda € uma doenca negligenciada que acomete
milhdes de pessoas em mais de 100 paises (Burza et al., 2018). Infelizmente, a
terapéutica atualmente disponivel é demasiadamente custosa, sobretudo para
familias de baixa renda, requerendo em muitos casos a hospitalizacao e devido
ao alto indice de toxicidade ha longas descricdes de comprometimento de érgdo
vitais durante os tratamentos, bem como deformidade fetal em gestantes. Diante
dessa realidade, fica evidenciada a extrema necessidade de pesquisas que
tragam novas op¢Bes medicamentosas no tratamento das leishmanioses (Nagle
et al., 2014).

O reposicionamento de farmacos € considerado uma viavel alternativa
na busca de novas indicacdes para medicamentos que estdo no mercado para
um determinado uso terapéutico, por tratar-se de um composto conhecido em
uso clinico, seus efeitos adversos, interacdo com 0 organismo e composicao
quimica sdo bem elucidados o que faz a disposicédo dessas novas descobertas
serem mais rapidas e efetivas (Andrews et al., 2014). Esta abordagem tem sido
bem-sucedida visto que a maioria dos medicamentos antiparasitarios em uso
atualmente foram originalmente desenvolvidos para outras indicagdes (Pink et
al., 2005). Todos os medicamentos usados na terapéutica das leishmanioses
sao de reposicionamento, como € o caso dos antimoniais, inicialmente indicados
para tratar outras doencas parasitarias; o farmaco miltefosina, originalmente
indicado para o tratamento de cancer; o farmaco anfotericina B, usado como
antifangico; a pentamidina, indicada para tratar doenca do sono; a
paromomicina, um antibiético de amplo espectro (Nagle et al., 2014).

Os farmacos com agéo anti-histaminica estao entre as medica¢des mais
comumente prescritas na pratica dermatolégica diaria, tanto em adultos como
em criangas (Criado et al., 2010). Neste estudo avaliamos farmacos
pertencentes a classe farmacologica de anti-histaminicos, agonistas inversos de
receptores de histamina do tipo H1l. Os anti-histaminicos H1 regulam
negativamente o processo inflamatorio alérgico interferindo com a acgédo de
histamina nos receptores H1 em neurdnios sensoriais e vasos sanguineos. Estes

receptores também sdo expressos em outros tecidos e células, tais como do
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sistema nervoso central, musculo liso, neutrofilos, eosinofilos, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, células B e T, células endoteliais e epiteliais
(Simons e Simons, 2011).

Estudamos cinco farmacos anti-histaminicos H1, tais como cetirizina
(CTZ2), ciproeptadina (CPH), fexofenadina (FXF) e meclizina (MCZ), ainda sem
descricdo na literatura sobre sua atividade antitripanosomatideos e cinarizina
(CNZ), com atividade antileishmania conhecida. A CPH, CNZ e MCZ
apresentaram atividade contra ambas as formas de L. (L.) infantum, sendo
tempo-concentragdo-dependente. No entanto, os farmacos anti-histaminicos
FXF e CTZ ndo demonstraram efetividade contra ambas as formas dos parasitos
nas concentracbes maxima avaliadas. Neste trabalho, descrevemos pela
primeira vez a atividade antileishmania de dois anti-histaminicos, CPH e MCZ.

Nossos dados corroboram com os relatos descritos para outros
farmacos anti-histaminicos, tais como clorfeniramina, cinarizina, hidroxizina,
cetotifeno, loratadina, quetiapina e risperidona, 0s quais apresentaram atividade
contra promastigotas de L. (L.) infantum com valor de CEso de 13 a 84 uM, dentre
eles a cinarizina (CNZ) foi o Unico farmaco efetivo contra amastigotas com valor
de CEso de 21 uM (Pinto et al., 2014).

Outros anti-histaminicos também demonstraram efeitos
antitripanosomatideos. Em uma triagem de farmacos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA), dois anti-histaminicos foram encontrados efetivos
contra o Trypanosoma cruzi, a azelastina (CE50 = 2,2 uM) e a clemastina (CE50
= 0,4 uM). Quando esses farmacos foram combinados in vitro com farmacos de
diferentes classes farmacoldgicas, a clemastina mostrou um efeito sinérgico. Os
autores também relataram em estudo experimental in vivo a combinacao entre
clemastina e posaconazol, suprimiu a parasitemia em um modelo de fase aguda
(Planer et al., 2014).

A CNZ, CPH e MCZ séo anti-histaminicos de primeira geragdo, que
cruzam a barreira hematoencefalica (BHE), sdo bastante lipossoluveis, tém
baixo peso molecular e alta afinidade pelos receptores H1 cerebrais. Por outro
lado, a CTZ e FXF, pertencem a categoria de anti-histaminicos de segunda-
geracdo, que ndo cruzam a BHE, tém maior peso molecular, baixa

lipossolubilidade e baixa afinidade pelos receptores H1 cerebrais. Neste estudo,
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observamos que os anti-histaminicos de primeira geracdo mostraram efeito
antileishmania contra ambas as formas dos parasitos e os de segunda geracéo
nao apresentaram atividade. Estes dados corroboram com os achados de Pinto
e colaboradores (2014), aonde demonstraram que os anti-histaminicos de
segunda geracdo avaliados nao foram ativos contra a forma amastigota de L.
(L.) infantum, considerando ser a forma encontrada no hospedeiro vertebrado, a
mais relevante do ponto de vista clinico.

Uma vez conhecida a atividade antileishmania dos anti-histaminicos,
torna-se necessério identificar o mecanismo de acdo destes farmacos nos
parasitos. Em 2014, Pinto e colaboradores descobriram a efetividade da CNZ
contra ambas as formas de Leishmania, mas ainda n&o havia estudos
relacionando sua acgéao letal. Assim, para identificarmos as alteracdes celulares
e moleculares provocadas pelos farmacos anti-histaminicos ativos em
promastigotas de L. (L.) infantum, utilizamos diferentes abordagens visando
avaliar: permeabilidade de membrana plasmatica, potencial de membrana
mitocondrial, producdo de espécies reativas de oxigénio, producdo de tidis

intracelulares, ultraestruturas celulares e expressao de genes especificos.

Marcadores de alteracdes celulares

Alterac6es morfolégicas em promastigotas de L. (L.) infantum tratados
com anti-histaminicos H1 foram avaliadas por microscopia eletrbnica de
transmissdo, que continua sendo uma ferramenta valiosa em estudos de
quimioterapia (Vannier-Santos e De Castro, 2009). Nossas observacdes
revelaram inchaco célular apos tratamento com os farmacos CNzZ, CPH e MCZ,
além de vacuolizacdo citoplasmatica intensa, deslocamento da membrana
nuclear, desorganizagédo do contetdo nuclear e, uma alteracdo significativa das
mitocOndrias em comparacdo com as células ndo tratadas. Observacdes
semelhantes também foram relatadas em L. (L.) infantum apds tratamento com
sertralina (Lima et al., 2018), L. (L.) amazonensis tratados com inibidores de
metenil transferase de esterol (Rodrigues et al., 2007) e L. (L.) donovani com
diterpeno de clerodano (Kathuria et al., 2007). Além disso, o rompimento da

integridade estrutural das mitocondrias através de danos a sua membrana
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interna pode também alterar a rede de DNA do cinetoplasto, uma vez que a
membrana interna contém o cinetoplasto (de Souza e Rodrigues, 2009).

Compostos que afetam a via de biossintese ou a permeabilidade da
membrana plasmatica em Leishmania tém sido estudados como alvos
interessantes para a descoberta de novos farmacos (Lage et al., 2015; Rea et
al.,, 2013). Nossos dados demonstraram que a CNZ e MCZ alteram a
permeabilidade da membrana plasmatica, numa relacdo tempo-concentracéo
dependente. J& a CPH no valor de CEso ndo altera significantemente a
permeabilidade da membrana plasmatica. Como conhecido na literatura, os
farmacos anfotericina B e miltefosina se ligam a proteinas da membrana de
Leishmania, com consequente alteracdo da permeabilidade celular, indugéao de
poros e consequente morte do parasito (Chattopadhyay e Jafurulla, 2011;
Fernandes et al., 2017).

A mitocondria de protozoarios € considerada um importante alvo para
descoberta de farmacos, por ser uma estrutura Unica, essencial para a
sobrevivéncia dos parasitos e com fungédo bastante peculiar a esta organela. A
funcdo fisioldgica predominante da mitocondria é a geragdo de ATP pela
fosforilacdo oxidativa. Outras funcdes adicionais incluem a geracdo e
desintoxicacdo de ERO, envolvimento na apoptose e regulacdo de célcio
intracelular (Brand e Nicholls, 2011). Além disso, a manutencéo do potencial da
membrana mitocondrial € essencial para a sobrevivéncia da célula e alteracdes
podem inibir a cadeia de transporte de elétrons, a sintese de ATP, o
desacoplamento proteinas ou a permeabilidade da membrana interna (Fidalgo e
Gille, 2011).

Uma vez que parasitos cinetoplastideos apresentam uma Unica
mitocondria, constitui um bom indicador de disfuncéo celular e a sobrevivéncia
depende da fungdo adequada desta organela (Mehta e Shaha,2004). Desta
forma, avaliamos as alteracdes na mitocondria induzidas pelos farmacos anti-
histaminicos. CNZ, CPH e MCZ alteram o potencial de membrana mitocondrial.
Adicionalmente, os estudos de microscopia eletronica de transmissdo também
demonstraram alteracbes morfolégicas na mitocéndria — inchago e
desorganizagdo das cristas. Este efeito pode ter contribuido para danos

celulares deletérios associados com o sistema bioenergético.
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Em estudos anteriores, foi observado que a CNZ altera o potencial de
membrana mitocondrial em células cardiacas, correlacionado com efeito no
transporte de Ca?*. A CNZ também é considerada um antagonista de Ca?* usada
no tratamento de doencas cardiovasculares (Fox et al., 1993). Promastigotas de
L. (L.) infantum tratados com melatonina, um neuro-hormonio, apresentaram
alteracdo na homeostase do célcio mitocondrial resultando na morte do parasito
(Elmahallawy e colaboradores 2014). Com isso, futuros estudos sdo necessarios
para avaliar se a alteracdo mitocondrial causada em Leishmania tratada com os
anti-histaminicos pode estar relacionada com modificagdo na homeostase do
Ca?*.

Nos organismos vivos, a homeostasia celular € afetada por varios
fatores, um deles é o excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO), através
de seus intermediarios oxigenados toxicos, como anion superéxido (Oz-),
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH-). Leishmania spp.
internalizada em macréfagos sdo expostos a esses agentes, porém a
capacidade dos cinetoplastideos para resistir a danos por oxidacdo por ERO é
essencial para a sobrevivéncia desses parasitas em seus hospedeiros (Levick et
al., 1998).

Para investigar uma possivel causa na disfuncdo mitocondrial induzida
pelos anti-histaminicos em L. (L.) infantum avaliamos a producédo de ERO. Em
condicdes fisioldgicas, a producéo de ATP através da fosforilacdo oxidativa gera
entre 3 - 5% de ERO da quantidade de oxigénio total consumido (Boonstra e
Post, 2004). Em condi¢des patoldgicas, algumas vias resultam numa producao
excessiva de ERO, o que causa se nédo eliminado pelo sistema antioxidante, o
estresse oxidativo. Proteinas, lipideos e DNA sdo rapidamente oxidados por
ERO, resultando em disfuncdo do processo fisiologico vital, dano oxidativo e
morte celular (Gupta et al., 2009). Em nossos ensaios, apesar da substancial
despolarizagcdo da membrana mitocondrial dos promastigotas de L. (L.) infantum
tratados com os farmacos CNZ, CPH e MCZ, nao houve regulacao positiva das
ERO em comparagcdo com os parasitos ndo tratados. Rea e colaboradores
(2013) obtiveram resultados similares com Trypanosoma cruzi tratados com
composto isolado de Calophyllum brasiliense. Dentro das mitocondrias, o

principal local da producdo de ERO é a cadeia de transporte de elétrons, que
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envolve quatro complexos associados a proteina (Zhang e Gutterman, 2007).
Vérios sistemas enzimaticos celulares séao fontes potenciais de ERO: NAD(P)H
oxidase, xantina oxidase, 0xido nitrico sintase endotelial desacoplada (eNOS),
bem como as enzimas da cadeia respiratéria. Considerando que muitos
farmacos, que afetam as mitocondrias, também contribui para uma regulacao
positiva das ERO (Roy et al., 2008; Carvalho et al., 2010), propomos que os anti-
histaminicos tem como alvo a mitocéndria de promastigotas de L. (L.) infantum
mas ndo afetam enzimas que séo potencialmente formadoras de ERO.

Os tripanosomatideos apresentam um sistema de defesa antioxidante
constituido de tidis, que permite sua sobrevivéncia na célula hospedeira,
exercem papel ha homeostase de tiol, na detoxificacdo de produtos, na defesa
contra dano oxidativo e nitrosativo (Castro-Pinto et al., 2014; Steenkamp, 2002).
Eles produzem quatro principais tidis de baixo massa molecular: tripanotiona,
glutationa, glutationilespermidina e ovotiol A (Steenkamp, 2002). Em
Trypanosoma e Leishmania, a L-cisteina esta envolvida na sintese de glutationa
e tripanotiona que desempenham papéis importantes na protecdo contra o
estresse oxidativo (Oza et al.,2002). Complementar aos estudos de ERO, foi
quantificado os niveis intracelulares de tidis livres, residuos de glutationa e
cisteina de L. (L.) infantum tratados com os anti-histaminicos. N&o houve
alteracdo na quantidade de ti6is comparado aos parasitos ndo tratados. Em
nossos estudos, a manutencdo do metabolismo de tiol corrobora com a
estabilidade na producédo de espécies reativas de oxigénio. Uma vez que como
a producédo de ERO néo foi afetada, as enzimas do metabolismo de tiol também
nao alteraram, para exercer a regulacao do estresse oxidativo. O aumento do tiol
intracelular mantém a homeostase redox (Deep et. al., 2017). Magalhdes e
colaboradores (2018) demonstrou que em cepas de isolados clinicos de
prosmastigotas de L. (L.) infantum resistentes ao antimonial, os niveis de ERO
séo controlados com o0 aumento do metabolismo de tidis na tentativa de controlar
0 estresse oxidativo no parasito.

A lipossolubilidade € um dos principais fatores que pode influenciar na
absorcdo de um farmaco ja que este, para que exerca sua funcdo, deve
atravessar membrana plasmatica. Dessa forma, para que as substancias

transponham membranas com facilidade devem apresentar certa
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lipossolubilidade (Monteiro e Garret, 2001). Em nossos estudos, os anti-
histaminicos de primeira geracdo (CNZ, CPH e MCZ) sao mais lipofilicos que os
de segunda (FXF e CTZ) e apresentaram efetividade em ambas formas de L.
(L.) infantum. CNZ, CPH e MCZ demonstraram ser incorporados pelas
biomembranas, alterando a permeabilidade da membrana plasmatica e o
potencial de membrana mitocondrial. Esses achados podem estar
correlacionados com o coeficiente de particdo (logP), parametro de medida
quantitativa da lipofilicidade de compostos bioativos, apresentando valores de
logP 4,69; 5,77 e 5,8, respectivamente.

Alteracdes moleculares

A determinacédo do perfil de expressdo génica permite a caracterizacao
molecular da resposta celular do hospedeiro bem como dos parasitos, além de
verificar se as varias funcdes celulares sédo afetadas em diferente extensao pelas
condi¢cbes experimentais. O painel de marcadores moleculares possibilita inferir
de maneira rapida e precisa qual funcéo bioldgica o farmaco provocou alteracgéo.
Observamos o perfil de expressdo génica de 11 genes que codificam para
diferentes funcdes celulares frente ao tratamento com os diferentes farmacos
anti-histaminicos.

A utilizacdo de genes referéncia nas analises de expressao relativa é
essencial para a normalizacdo dos dados, tornando-se um método importante
para corrigir diferencas entre as amostras e os critérios de escolha desse gene
podem determinar a confiabilidade dos resultados (Bustin et al., 2009). O uso de
genes referéncia como controles internos é o método mais comum para
normalizar os dados do mRNA celular; entretanto, embora o uso de genes
referéncia seja comumente aceito como a estratégia de normalizacdo mais
apropriada, sua utilidade deve ser validada experimentalmente para
determinados tecidos ou tipos de células e delineamentos experimentais
especificos, porgue nédo existe um gene de referéncia universal (Huggett et al.,
2005; Kozera e Rapacz 2013). Os genes CYCL, DNAPA, PABP, GAPDH e PAP
sdo comumente usados como genes normalizadores (Deep et al.,, 2017,

Decuypere et al., 2005), no entanto, em nossos estudos apresentaram uma
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grande variabilidade entre os diferentes tratamentos experimentais. O gene
ATUB2 (alfa-tubulina) foi considerado o mais estavel entre todos os genes
analisados e utilizado como gene referéncia para a normalizacado da expressao
génica de promastigotas L. (L.) infantum tratados com os farmacos. O gene
ATUB2 é responsavel pela forma celular, um componente fundamental do
citoesqueleto e, esta envolvido na divisao celular, na motilidade ciliar e flagelar
e no transporte intracelular (Ramirez et al., 2013). Ele também foi proposto como
referéncia para normalizar os dados de expressao génica em L. (L.) donovani
por Deep e colaboradores (2017).

Os genes CBS (cistationa B-sintase) e TRYP (triparedoxina peroxidase)
desempenham importante papel na defesa antioxidante e no combate contra o
estresse oxidativo induzido por drogas (Giordana et al., 2014; Deep et al.; 2017).
O tratamento com os farmacos anti-histaminicos alterou a expressdo do gene
CBS; CPH diminuiu e MCZ aumentou a expressédo. Para o gene TRYP; CNZ e
CPH reduziram a expressao relativa. Em cepas de Leishmania spp. resistentes
aos antimoniais foi observado um aumento na expresséao dos genes envolvidos
na biossintese de tidis (CBS, GCS, ODC, TRYP, TR) aumentando a capacidade
de detoxificar antimonio (Decuypere et al., 2012). O aumento na expressao das
proteinas CBS e CS foi associado com o0 aumento nos niveis de tidis em resposta
ao estresse oxidativo (Romero et al., 2015). No entanto, em nosso estudo néo
observamos alteracdes nos niveis de tidis. Cabe ressaltar, que a regulacao da
expressdo génica em tripanosomatideos ocorre apos a transcricdo, isto é, a
producdo de proteinas ndo esta diretamente relacionada com o nivel de
expressdo do gene (Gaudenzi et al., 2011). Futuros estudos s@o necessarios
para identificar outros genes relacionados ao metabolismo oxidativo e elucidar a
associacdo com os anti-histaminicos.

Os genes ABCF (cassete de ligacdo de ATP subfamilia F) estdo
relacionados a proteinas integrais de membrana envolvidas no transporte
dependente de energia de uma variedade de moléculas através de membranas
bioldgicas, incluindo aminoacidos, acucares, peptideos, lipidios, ions e
guimioterapicos (Higgins, 1992). Em nosso estudo, o farmaco CPH reduziu e
MCZ aumentou a expresséo do gene ABCF. Castanys-Mufioz e colaboradores

(2008) observaram que o0 aumento na expressao da proteina ABC da subfamilia
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G em promastigotas de L. infantum esta relacionado com alteracédo no trafego
de fosfolipidios e contribue para a resisténcia ao farmaco miltefosina. Futuros
estudos sdo necessarios para esclarecer o papel deste gene e correlacionar com
as alteragfes causadas pelos anti-histaminicos.

O gene PGM (fosfoglucomutase putativa) desempenha um papel
fundamental no metabolismo de carboidratos catalisando reversivelmente a
conversdo de (glicose-1-fosfato (G1P) a glicose-6-fosfato (G6P) pela
transferéncia de um fosfato entre os grupos hidroxila C6 e C1 de glicose. Em
tripanosomatideos, desempenha um papel fundamental no metabolismo
associado a sintese de carboidratos da superficie celular (Waugh et al., 2016).
Em nossos estudos, CNZ induziu aumento na expressao do gene PGM. De
acordo com Penha e colaboradores (2005) h& indicacdes de que o gene PGM
tem relacdo na homeostase de Ca?* celular, Saccharomyces cerevisiae
deficiente neste gene exibia um aumento de 9 vezes no teor total de Ca?*. O
aumento na expressao do gene PGM induzida pela CNZ pode ter relacdo com a
diminuicdo dos niveis de Ca?*, devido ao efeito antagonista mostrado por Fox e
colaboradores (1993). Entretanto futuros estudos serdo necessarios para
corroborar essa hipétese e relacionar esses achados com niveis de Ca?
intracelular em L. (L.) infantum tradados com os anti-histaminicos.

O gene TCP (chaperonina TCP20) desempenha funcdo essencial na
conformacao e estabilidade de proteinas (Sternlicht et al. 1993, Young et al.,
2004). Em nossos estudos o farmaco MCZ reduziu expressdo do gene TCP.
Outros pesquisadores observaram que L. (L.) donovani resistentes a miltefosina
apresentam a diminuicdo na expressado desse gene (Kulshrestha et al. 2014;
Deep et al., 2017). No entanto, estudos mais aprofundados séo necessarios para
compreender os danos celulares relacionadas com a diminuicdo na expressao
do gene TCP.

Por afetarem as populagcdes mais empobrecidas nos paises menos
desenvolvidos, as leishmanioses ndo constituem um mercado lucrativo para as
industrias farmacéuticas. Em 2006, apenas 1,3% dos medicamentos
disponibilizados entre os anos de 1975 e 2004 foram para as doengas

negligenciadas, apesar de representarem 12% da carga global de doencas
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(Trouiller et al., 2002). Assim torna-se imperativo a busca por novos farmacos
com reducédo de custos na fase de pesquisa e desenvolvimento. Os resultados
obtidos neste estudo demonstram que os farmacos anti-histaminicos podem ser
usados para determinagcdo de novas rotas de morte celular e de alvos
moleculares no parasito, contribuindo para o conhecimento do seu potencial
como candidatos a agentes antileishmania, podendo ser explorados como

compostos lideres e protoétipos de farmacos.
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6. CONCLUSAO

Assim, podemos concluir que:

1. ldentificamos pela primeira vez, a atividade antileishmania, contra
promastigotas e amastigotas de L. (L.) infantum, de dois farmacos anti-

histaminicos; ciproeptadina e meclizina;

2. Os farmacos anti-histaminicos cinarizina, ciproeptadina e meclizina
foram ativos contra ambas as formas de L. (L.) infantum, com concentracao
efetiva similar ao farmaco miltefosina, usado no tratamento clinico da

leishmaniose;

3. Os farmacos anti-histaminicos cetirizina e fexofenadina néo
demonstraram atividade antileishmania contra ambas as formas de Leishmania,

na concentracdo maxima avaliada;

4. Os farmacos anti-histaminicos apresentaram citotoxicidade similar ao
farmaco miltefosina, mostrando um indice de seletividade préximo ao farmaco

padréo;

5. Estabelecemos um painel com 30 genes para identificar alteracfes
moleculares em promastigotas de L. (L.) infantum, potenciais para avaliagdo de

resposta terapéutica;

6. A atividade antileishmania de cinarizina, ciproeptadina e meclizina
esta relacionada com alteracéo: na permeabilidade da membrana plasmatica,
disfuncdo mitocondrial, expressdo de genes responsaveis pelo metabolismo

antioxidante, proteinas integrais de membrana e estabilidade de proteinas;

7. Os farmacos anti-histaminicos podem ser avaliados a fim de se
identificar novas rotas de morte celular e de alvos moleculares no parasito,

contribuindo para o conhecimento do seu potencial como candidatos a agentes
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antileishmania, podendo ser explorados como compostos lideres e prototipos de

farmacos.
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8. Apéndices
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Apéndice 1. Curva de dissociacéo para o gene GCS de promastigota de L. (L.) infantum na reacdo da qPCR. (A) curva de dissocia¢cdo das amostras controle e teste

utilizando a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.)
infantum tratada com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul
escuro: controle Branco e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 2. Curva de dissociagdo para o gene CS de promastigota de L. (L.) infantum na reacéo da gPCR. (A) curva de dissocia¢do das amostras controle e teste utilizando a
enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociagdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 3. Curva de dissociacéo para o gene TDR1 de promastigota de L. (L.) infantum na reacao da gPCR. (A) curva de dissocia¢éo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 4. Curva de dissociacéo para o gene DNAPA de promastigota de L. (L.) infantum na reacao da gPCR. (A) curva de dissociacéo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 5. Curva de dissociagéo para o gene AQP1 de promastigota de L. (L.) infantum na reagdo da gPCR. (A) curva de dissociagdo das amostras controle e teste utilizando

a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 6. Curva de dissociagdo para o gene GAPDH de promastigota de L. (L.) infantum na reacdo da qPCR. (A) curva de dissocia¢ao das amostras controle e teste utilizando

a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 7. Curva de dissociacéo para o gene PAP de promastigota de L. (L.) infantum na rea¢&o da gPCR. (A) curva de dissocia¢@o das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 8. Curva de dissociagdo para o gene PGM de promastigota de L. (L.) infantum na reacédo da gPCR. (A) curva de dissociagdo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 9. Curva de dissociacéo para o gene ATUB de promastigota de L. (L.) infantum na reagdo da gPCR. (A) curva de dissocia¢do das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 10. Curva de dissociagdo para o gene ATUB2 de promastigota de L. (L.) infantum na reagdo da gPCR. (A) curva de dissociacdo das amostras controle e teste
utilizando a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociagdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum
tratada com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle
Branco e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 11. Curva de dissociagéo para o gene TR de promastigota de L. (L.) infantum na reacdo da qPCR. (A) curva de dissociagdo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 12. Curva de dissociagdo para o gene TCP de promastigota de L. (L.) infantum na reacéo da qPCR. (A) curva de dissociacdo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.

146



LPP (RT+)

LPP (RT-)
A) B)
/’ :“

6.0

5.0
g 4 g
<L <L
b} )
5 5
5 5
® ®
2 : z
T ol £
a 8

20

1.0

85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0 65.0 700 75.0 80.0 350 90.0 95.0
Tm: 85.24 Tm: 77.3
Tempersature (°C) Temperature (°C)

Apéndice 13. Curva de dissociac¢éo para o gene LPP de promastigota de L. (L.) infantum na reagdo da qPCR. (A) curva de dissocia¢do das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 14. Curva de dissociagdo para o gene CYTB de promastigota de L. (L.) infantum na reacédo da qPCR. (A) curva de dissociagdo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 15. Curva de dissociagéo para o gene ABCF de promastigota de L. (L.) infantum na reacédo da qPCR. (A) curva de dissociagdo das amostras controle e teste utilizando

a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco
e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 16. Curva de dissociacdo para o gene TRYP de promastigota de L. (L.) infantum na reacdo da qPCR. (A) curva de dissociagcdo das amostras controle e teste utilizando

a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco

e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 17. Curva de dissociagdo para o gene MRAPA de promastigota de L. (L.) infantum na reagédo da qPCR. (A) curva de dissociacdo das amostras controle e teste

utilizando a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociagdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum

tratada com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle
Branco e Linha rosa: controle NTC.
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Apéndice 18. Curva de dissociagdo para o gene CBS de promastigota de L. (L.) infantum na reacdo da gPCR. (A) curva de dissociacdo das amostras controle e teste utilizando
a enzima transcriptase reversa (RT+) (B) curva de dissociacdo das amostras controle e teste sem a enzima transcriptase reversa (RT-). Linha vermelha: L. (L.) infantum tratada
com CNZ; Linha amarela: L. (L.) infantum tratada com CPH; Linha verde: L. (L.) infantum tratada com MCZ; Linha azul clara: amostra calibradora; azul escuro: controle Branco

e Linha rosa: controle NTC.
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9. Anexo

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

ronnn A g SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
qaaddpbpiddddd  COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS :
dddd g Aldddd INSTITUTO ADOLFO LUTZ ~i &
TRSHRUTO ADOLYO 1017 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS CEUAIAL
CEUA-IAL
ANEXO E

Sao Paulo, 22 de dezembro de 2014,

Parecer Projeto 08/2014 — CEUA-IAL

Venho pela presente informar que o projeto de pesquisa intitulado
“ldentificacdo de marcadores moleculares e celulares de resposta terapéutica de
farmacos com atividade antileishmania”, sob coordenagéo da Dra. Samanta Etel
Treiger Borborema, Pesquisadora Cientifica do Laboratério de Toxinologia Aplicada a
Farmacos Antiparasitarios do Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo
Lutz - Central, foi considerado APROVADO, e podera ser realizado conforme
procedimentos delineados apresentados a esta Comissao.

O presente projeto utilizard no total 720 animais, sendo 360 Camundongos
isogénicos da linhagem Balb/c FEMEAS (20-25 g) e 360 hamsters (sirio dourado
recém desmamados) MACHOS.

Informamos que devem ser encaminhados relatérios ANUAIS & CEUA-IAL, no
intuito de acompanharmos os procedimentos realizados segundo os aspectos éticos e
sanitarios e permitindo também a elaboracéo de relatérios anuais que sao realizados
por esta CEUA-IAL e que s&o encaminhados ao Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), conforme a Lei Federal 11.794 de 8 de outubro de

2008.
Atenciosamente,
goNe/aY!
AR 8 A2 =
Raquel|dos A (%azio'
Coordenadora UA-IAL
RAF/raf Enderego: Avenida Doutor Arnaldo, n® 355

11° Andar - Salas 1102 — Cerqueira César
Séo Paulo - SP — CEP: 01246-902
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br

Anexo 1. Parecer de aprovacdo da Coodenadoria da Comisséo Etica no Uso de Animais — Instituto Adolfo
Lutz (CEUA-IAL) no projeto 08/2014: Identificagdo de marcadores moleculares e celulares de resposta
terapéutica de farmacos com atividade antileishmania.
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