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Luiza Gervazoni Ferreira de Oliveira

As leishmanioses merecem atencdo, devido a grande variedade de manifesta¢Bes clinicas associadas e a sua
elevada incidéncia anual. Segundo a Organiza¢do Mundial de Salde (OMS), ocorrem por ano, cerca de 1 milhdo
de casos de leishmaniose cutanea e 30 mil casos de leishmaniose visceral no mundo, entre eles, 20 mil chegam
a Obito. A leishmaniose cuténea (LC) é a forma clinica mais difundida pelo mundo. Mesmo néo levando ao 6bito,
a LC é considerada um risco uma vez que as lesdes provocadas podem ser incapacitantes e causar problemas
psicoldgicos devido ao estigma social. O Brasil € o pais que concentra mais casos de leishmaniose dentro da
Ameérica latina, chegando a 87% de casos para LC e 97% de LV. O tratamento atual para a leishmaniose
visceral, apresenta alguns problemas como, falha terapéutica, alta toxicidade e o alto custo, além do surgimento
de casos de resisténcia em diversas partes do mundo. Dentre a busca por novas alternativas no combate desta
doenca, estdo o reposicionamento, a associagcdo de farmacos e a busca por novos medicamentos a partir de
fontes naturais. Estudos demonstram o efeito leishmanicida de flavonoides, uma classe de metabdlitos
secundarias presentes em plantas que possuem atividade antioxidante e anti-inflamatéria descritas em diversas
doencgas. A 2’-hidroxiflavanona, é uma flavanona, atualmente conhecida por sua atividade em células tumorais.
Neste estudo, avaliou-se o efeito da 2HF in vitro e in vivo em modelo de leishmaniose cutinea resistente ao
antiménio, bem como a toxicidade e farmacocinética da 2HF em modelo murino. No ensaio antiamastigota, a
2HF foi capaz de inibir de maneira concentragdo-dependente amastigotas resistentes ao antiménio, com um ICso
de 3,63 pM muito similar ao ICso obtido para amastigotas sensiveis, 3,09 uM, com indices de seletividade de 26,2
e 28,5 respectivamente. No estudo in vivo, a 2HF demonstrou ser capaz de diminuir o tamanho da lesédo e a
carga parasitaria de camundongos infectados com promastigotas de L. amazonensis resistentes ao antiménio
ndo demonstrando toxicidade. No estudo pré-clinico de toxicidade aguda e subaguda, a 2HF se mostrou segura,
ndo demonstrando mortalidade e alteragcbes no ganho de peso e consumo de agua e racdo. Pequenas
alterac¢des bioquimicas e histopatoldgicas sao observadas, destacando principalmente possiveis efeitos renais e
hepéticos. Porém, a estrutura dos 6rgdos permanece preservada e camundongos do controle demonstram
alteracdes basais. Um método analitico seletivo e sensivel foi desenvolvido para detec¢do e quantificagdo da
2HF por LC-MS/MS. Este método foi validado demonstrando estar de acordo com os parametros propostos pela
RDC n° 27 da ANIVSA, determinando a seletividade, linearidade, estabilidade, efeito matriz, precisdo e acuracia
do método. Para determinagdo do perfil farmacocinético, camundongos BALB/c receberam uma dose Unica de
2HF e foi realizada a coleta de sangue total via plexo orbital em diferentes tempos. As amostras obtidas foram
processadas e analisadas utilizando o método validado, determinando assim a curva de concentragéo plasmatica
X tempo da 2HF. A partir de modelo matematico ndo compartimental, foram calculados os parédmetros
farmacocinéticos da 2HF. A 2HF demonstrou um Tméx de 5 minutos e um T % de 97,52 minutos. A Cmax da
2HF foi de 185,86 ng/mL. Outros fatores como AscO-t, ASC-inf, Ke e Vd/F foram calculados, apresentando
valores de 5120,98 min*ng/mL, 5524,54 min*ng/mL, 0,00711 1/min e 5093,53 mL, respectivamente. Juntos,
estes resultados pontuam a 2HF como possivel alternativa para ao tratamento da Leishmaniose.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITIC BIOLOGY

Luiza Gervazoni Ferreira de Oliveira

Leishmaniasis deserves attention, due to the wide variety of associated clinical manifestations and
their high annual incidence. According to the World Health Organization (WHO), about 1 million cases
of cutaneous leishmaniasis (CL) and 30,000 cases of visceral leishmaniasis (VL) occur worldwide
each year, among them, 20,000 reach death. Cutaneous leishmaniasis (LC) is the most widespread
clinical form in the world. Even without leading to death, CL is considered a risk since the injuries
caused can be disabling and cause psychological problems due to social stigma. Brazil is the country
that concentrates more cases of leishmaniasis within Latin America, reaching 87% of cases for CL
and 97% of VL. The current treatment for visceral leishmaniasis has some problems, such as
therapeutic failure, high toxicity and high cost, in addition to the emergence of resistance cases in
different parts of the world. Among the search for new alternatives to fight this disease, there are the
repositioning, the drug combination and the search for new medicines from natural sources. Studies
demonstrate the leishmanicidal effect of flavonoids, a class of secondary metabolites present in plants
that have antioxidant and anti-inflammatory activity described in several diseases. 2'-
hydroxyflavanone, is a flavanone, currently known for its activity in tumor cells. In this study, the effect
of 2HF in vitro and in vivo in an antimony-resistant cutaneous leishmaniasis model was evaluated, as
well as the toxicity and pharmacokinetics of 2HF in a murine model. In the anti-amastigote assay, 2HF
was able to inhibit antimony-resistant amastigotes in a concentration-dependent manner, with an ICso
of 3.63 puM very similar to the 1Cspo obtained for sensitive amastigotes, 3.09 uM, with selectivity indexes
of 26.2 and 28.5 respectively. In the in vivo study, 2HF was shown to be able to decrease the lesion
size and the parasitic burden of mice infected with L. amazonensis antimony-resistant promastigotes
without demonstrating toxicity. In the preclinical study of acute and subacute toxicity, 2HF proved to be
safe, showing no mortality and changes in weight gain and consumption of water and food. Small
biochemical and histopathological changes were observed, highlighting mainly possible renal and
hepatic effects. However, the organ structure remains preserved and control mice demonstrated
baseline changes. A LC-MS/MS selective and sensitive analytical method was developed for 2HF
detection and quantification. This method was validated demonstrating to be in accordance with the
parameters proposed by ANVISA’s RDC No. 27, determining the selectivity, linearity, stability, matrix
effect, precision and accuracy of the method. To determine the pharmacokinetic profile, BALB/c mice
received a single dose of 2HF and the collection of whole blood via the orbital plexus was performed
at different times. The samples obtained were processed and analyzed using the validated method,
thus determining the plasma concentration x time curve of the 2HF. 2HF pharmacokinetical
parameters were calculated from a non-compartmental mathematical model. 2HF demonstrated a
Tmax of 5 minutes and a T ¥ of 97.52 minutes. The Cmax of 2HF was 185.86 ng / mL. Other factors
such as Asc0-t, ASC-inf, Ke and Vd / F were calculated, with values of 5120.98 min * ng / mL, 5524.54
min * ng / mL, 0.00711 1 / min and 5093.53 mL, respectively. Together, these results point to 2HF as
a possible alternative for the treatment of Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas negligenciadas

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) formam o grupo
denominado de doencgas tropicais negligenciadas (DTNs), doencgas transmissiveis,
prevalentes em clima tropical e subtropical, predominantes em 149 paises que
afetam, majoritariamente, populacdes residentes de areas rurais ou zonas de conflito
de paises em desenvolvimento, sobreviventes em meio a pobreza e caréncia de
saneamento basico (WHO, 2020). S&o 20 doencas consideradas atualmente DTNs
pela OMS, sendo estas: malaria, tuberculose, doenca de Chagas, tripanosomiase
humana africana (conhecida popularmente como doenca do sono), leishmaniose,

dengue, chikungunya, raiva, hanseniase entre outras (Tabela 1.1)

Tabela 1.1 Doencas tropicais negligénciadas
Grupo causador Doenca

Tripanosomiase africana
Protozoarios Doenca de chagas
Leishmaniose

Teniase/Cisticercose
Dracunculiase
Equinococose

Trematodioses de origem alimentar
Filariose linfatica
Oncocercose
Esquistossomose
Geohelmintoses

Helmintos

Virus Dengue/Chlkungunya
Raiva
Ulcera de Buruli
Colera
Bactéria Hanseniase/Lepra
Leptospirose
Tracoma

Fungos Mycetoma/Cromoblastomicoses/Micoses profundas

Ectoparasitas Escabiose




Segundo Gavin Yamey, professor de saude global e politicas publicas, as
DTNs, fazendo jus ao nome negligenciadas, sdo incapazes por si s6 de atrair
investimentos da industria farmacéutica, fazendo-se necesséario a juncdo de
investimento publico, privado e filantropico (Yamey et al. 2018). Essa necessidade
se evidencia na revisdo sistematica de Pedrique et al. (2013) entre os anos 2000 e
2011, na qual destacou-se que, dentre os 850 novos produtos terapéuticos
aprovados, somente 37 (4%) foram destinados as DTNs, sendo 25 deles produtos ja
conhecidos, porém com nova indicagcdo ou formulacdo. Considerando as novas
entidades quimicas — de acordo com o FDA, um medicamento cuja parte ativa nao
tenha sido aprovada para outro uso — apenas 1% foram aprovadas durante este
periodo, porcentagens bem abaixo do que é esperado e desenvolvido para outras
doencas (Pedrique et al. 2013).

Em uma pesquisa mais atualizada, de 2019, dados mostram que entre janeiro
de 2012 e setembro de 2018, apenas 8 dos 256 novos farmacos aprovados foram
designados para DTNs (Ferreira & Andricopulo 2019). O autor correlaciona ainda o
aumento da porcentagem de novas entidades quimicas entre o estudo de 2000 a
2011 e o de 2012 a 2018. Entretanto, esse aumento parece direcionado para
doencas especificas, como a malaria, e ndo para as DTNs como um todo,
permanecendo o alerta da necessidade de um esforgo continuo nessa area.

Alinhando-se a ideia da necessidade de investimentos, organizacdes foram
criadas ao longo das ultimas décadas no intuito de aumentar a visibilidade das DTNs
e angariar fundos para as mesmas. As Iniciativas em Salude Global (ISGs) séo
programas, organiza¢cdes ou parcerias, governamentais ou nao, criadas com intuito
de acelerar o desenvolvimento cientifico-tecnolégico e solucionar os problemas
enfrentados pelos paises afetados pelas DTNs (Zicker et al. 2015).

Considerado uma das iniciativas pioneiras, o Programa Especial de
Investigacdo e Capacitacdo no Dominio das Doencas Tropicais (Training in Tropical
Diseases — TDR), foi criado em 1975 em uma parceria entre a UNICEF (Fundo das
NacgOes Unidas para a Infancia), PNUD (Programa das Nacdes Unidas para o
Desenvolvimento) e Banco Mundial e administrado pela OMS. Seguindo o exemplo,
outras ISGs de grande importancia como a Fundacdo Bill e Melinda Gates, a
Iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi), dentre outras foram
criadas ou redirecionaram projetos contemplando as DTNSs.

Ainda nesse contexto, a Organizacdo das NacOes Unidas (ONU), dando
continuidade aos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODMSs), criou a Agenda
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30. Os ODMs consistiam em 8 objetivos a serem realizados entre os anos de 2000 e
2015, dentre eles a interrupcao da disseminacdo do HIV/AIDS, reducao da pobreza
extrema e educacdo primaria universal (United Nations, 2000). Em 2012, a ONU
realizou a conferéncia RIO +20, sediada no Brasil, onde o compromisso com 0s
ODMs foi reafirmado e a discussdo de mais objetivos foi iniciada. Como resultado,
em 2015 a ONU entdo determinou 17 objetivos de desenvolvimento sustentavel
(ODS), baseados nos 8 ODMs, e 169 metas globais para o ano de 2030, assim
denominando de Agenda 30 (United Nations, 2012, 2015a; PAHO, 2020). Dentre os
objetivos estédo a erradicacdo da pobreza e diminuicdo das desigualdades, além da
erradicacdo ou controle de doencgas - dentre elas as DTNs - que contribuam para
desigualdade social e estejam presentes em areas em que se tenha pouco ou
nenhum acesso aos servicos de saude (Zicker et al. 2018).

Segundo relatorios anuais do Fundo Global de Inovacdo para Doencas
Negligenciadas, o G-FINDER, o financiamento global para pesquisa basica e
desenvolvimento de produtos para DTNs tem batido recordes a cada ano. Em 2018,
262 organizacdoes foram capazes de cobrir o investimento necessario para 36
doencas consideradas negligenciadas (além das 20 determinadas pela OMS), entre
farmacos, vacinas, produtos de controle vetorial entre outros (G-FINDER, 2018).
Contudo, os investimentos continuam direcionados, como em anos anteriores, para
HIV/AIDS, Tuberculose e Malaria. Assim como a discussdo mencionada acima de
Ferreira e Andricopulo (2019), o relatério do G-FINDER também demonstra a
disparidade entre o investimento para as doencas negligenciadas. Usando ainda o
relatério referente ao ano de 2018 como base, enquanto o HIV/AIDS teve um total
de 1,45 bilhdo de ddlares investido, compondo 36% do investimento total para DTNs
computado para o relatério, doencas causadas por parasitos da ordem
trypanosomatida tiveram um aporte de apenas 149 milhdes de délares, somente 4%
do total investido. Dentre as doencas causadas por estes parasitos, temos a
Leishmaniose, definida pela OMS como um grupo de doencas causadas por
protozoarios parasitas do género Leishmania, transmitidas ao homem pela picada do
inseto vetor, flebotomineo (WHO, 2020).



1.2 Leishmaniose

1.2.1 Histérico

Embora o termo Leishmania tenha surgido somente em 1903, existem relatos
da doenca datados de 2500 a.C. O DNA mitocondrial de Leishmania donovani foi
encontrado em 4 antigas mumias egipcias na regiao da Nubia em 1500 a.C (Zink et
al. 2006). Em antigas escrituras egipcias, sdo encontradas descricbes do que foi
traduzido para o inglés como “Nile pimple” (em tradugao literal para o portugués,
espinha do Nilo). O termo se refere a possiveis lesbes causadas pela forma cutanea
da Leishmaniose (Maspero, 1910).

A partir da idade média, no norte do Afeganistdo, relatos de um médico e
filbsofo Perso sobre a denominada ulcera de Balakh, sugerem lesbes de pele
causadas por L. tropica (Manson-Bahr, 1996). Por volta do século V, ceramicas pré-
colombianas retratavam sequelas faciais caracteristicas da Leishmaniose cutanea
mucosa (Steverding, 2017). Em 2009, foram encontrados 4 cranios femininos na
regido de Sao Pedro do Atacama, Chile. Datados do século Xl, continham lesdes
altamente destrutivas nas regides do nariz e boca, sugerindo infec¢cdes por
Leishmania, o que foi confirmado em analise molecular, onde fragmentos de DNA de
Leishmania foram encontrados (Costa et al. 2009).

Ao longo dos séculos, diversas descricbes de lesbes cutaneas similares a
infeccdo por Leishmania foram feitas e diferentes termos foram usados para
denomina-las. O termo uta foi utilizado por indios peruanos na América enquanto
bot&o do oriente, era usado em paises da regido do Mediterrdneo (Lainson, 2010).
Embora haja uma extensa lista de descricdes de lesbes similares a forma cutanea
da Leishmaniose, segundo Steverding (2017), ndo ha relatos convincentes da forma
visceral da doenca antes do século 19. Em 1827 e 1832, William Tiwining, publicou
artigos que relatavam sintomas como febre intermitente, anemia, bago aumentado,
pele seca e escamosa em pacientes residentes de Bengala, india. Os sintomas
poderiam ser facilmente confundidos com outras doencas e por um bom tempo, a
leishmaniose visceral (LV) foi considerada uma “ma forma de malaria” e
denominada por muitos como “caquexia malarica” (Dutta, 2008). Todavia, Twining
parecia discordar, relatando a diferenga post-mortem de coloracdo e textura do
baco, indicando ser uma doenca diferente. Reunindo os relatos de Twining e outros,
€ possivel observar que houve um surto da doenca, denominada entdo de Kal-azar,
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na india, chegando a uma mortalidade de 30% (Gibson, 1983). Assim como a forma
cutanea teve diferentes nomes atribuidos as suas lesfes, a forma visceral também
era conhecida por diferentes nomenclaturas. Os termos “Kal-azar” (Calazar), “Dum-
Dum fever” (febre de Dum-Dum) e “Black fever” (febre negra) sdo os mais
conhecidos.

Os primeiros relatos de um possivel agente etiolégico da leishmaniose
cutdnea surgiram em 1885 e 1898. Em 1885, D.D. Cunninghan descreveu a
presengca do que denominou de “organismos parasitas peculiares”, corpos
nucledides agrupados observados em seccOes de Ulceras fixadas em alcool e
corados com violeta de genciana. Em 1898, Piotr Borovsky, um médico do exército
que estudava a “oriental/sart sore” (ulcera oriental/delicada), publicou um artigo
demonstrando a analise do “suco” de uma Uulcera, encontrando pequenos
corpusculos ovais, esféricos ou fusiformes. Em cada um, era possivel observar um
Unico nucleo e sua localizag&o intra e extracelular. Assim, Borovsky determinou em
seu artigo que a Ulcera oriental ndo era causada por bactérias, sendo o pioneiro em
denominar que o causador da doenca era um organismo unicelular e pertencente a
uma classe de protozoarios (Hoare, 1938; Steverding 2017).

Em 1903, Willam Boog Leishman (figura 1.1), um patologista escocés
descreveu em publicacdo pequenos corpos ovoides observados em esfregacos de
baco de um soldado britanico falecido por febre de Dum-Dum em 1900 perto de
Calcuta, india. Leishman entdo sugeriu que os corpos ovoides eram tripanosomas
degenerados e a febre Dum-Dum portanto, uma tripanossomiase (Leishman, 1903).
Ao mesmo tempo e sem conhecimento da pesquisa de Leishman, Charles Donovan
(figura 1.1), professor Irlandés de fisiologia, observou corpos ovoides similares em
amostras de baco, coletados em vida e post-mortem de indianos apresentando febre
e esplenomegalia (Donovan, 1903). Ainda em 1903, Ronald Ross, médico britanico
que investigava o Kal-azar na india, publicou um artigo comentando os achados de
Leishman e Donovan, sugerindo entdo que 0s corpos ovoides ndo eram um
tripanosoma degenerado e sim um novo protozoario, denominando-0S como corpos
Leishman-Donovan e o novo parasito, Leishmania donovani (Ross, 1903). Também
em 1903, James Homer Wright descreveu organismos idénticos aos achados por
Cunninghan e Borovsky, classificando-os como Helcosoma tropicum, nome que foi
posteriormente trocado por Leishmania tropica. Em 1908, Charles Jules Henry
Nicolle isolou parasitos de Leishmania de criancas que sofriam de anemia esplénica

na Tunisia, descrevendo assim a espécie Leishmania infantum. Também foi Nicolle
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guem descreveu a presenca de parasitos de Leishmania em cachorros, sendo estes
considerados desde entdo como importantes reservatorios (Dutta, 2008; Akhoundi et
al. 2016; Steverding, 2017).
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Figura 1.1 General Sir William Boog Leishman e Major Charles Donovan; Leishman (esq.) e
Donovan (dir.), responséaveis pela primeira descri¢do do género Leishmania (1903); Fonte: Steverding
2017.

Até o ano de 1908, todos os relatos conhecidos sobre leishmaniose faziam
referéncia ao velho mundo (Africa, Asia e Europa). Foi somente a partir de 1909 que
lesbes cutaneas foram associadas a parasitos do género Leishmania no novo
mundo (Américas). Em publicacbes independentes e quase simultaneas,
Lindenberg, Carini e Paranhos demonstraram corpusculos Leishman-Donovan
presentes em lesdes de individuos acometidos pela conhecida “ulcera de Bauru” no
estado de Séo Paulo (Laison, 2010). Em 1911, Gaspar Vianna observou diferencas
morfolégicas entre a L. tropica descrita no velho mundo com a espécie de
Leishmania que ele observava em pacientes de Além Paraiba, Minas Gerais, Brasil,
descrevendo uma nova espécie, a Leishmania brasiliensis, que foi corrigida
posteriormente por Matta (1916) para Leishmania braziliensis.

Foi na década de 1930 que ocorreram os primeiros relatos de Leishmaniose
visceral na América Latina. Enquanto Henrique Penna descreveu a doenca na
Amazbnia, em 1934, Evandro Chagas e Aristides Cunha ndo foram capazes de

infectar animais de laboratdrio com parasitos retirados de pacientes diagnosticados
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com Leishmaniose visceral (LV). Considerando entdo uma possivel diferenca entre o
parasito causador da LV no velho e novo mundo, Chagas e Cunha descreveram a
Leishmania chagasi como uma nova espécie causadora de LV no Brasil (Cunha &
Chagas 1937). No ano seguinte, Cunha revelou o sucesso alcancado ao infectar
animais com a entdo recém descrita L. chagasi, admitindo que esta poderia ser
entdo, a L. infantum anteriormente descrita. Até os dias de hoje existe uma
divergéncia de opinides sobre a L. chagasi. Silveira e Corbett (2010) através de
estudos moleculares sugeriram entdo que L. chagasi fosse denominada entao L.
infantum (syn. L. chagasi), devido a semelhanca genotipica, porém, ainda ha uma
extensa discussdo sobre o tema.

Ao longo dos anos, diversas novas espécies foram descritas e mais estudos
sobre morfologia, formas, infeccdo, sintomas entre outras, foram aumentando o
conhecimento sobre a Leishmaniose. Algumas descricdes antigas da doenca ja
sugeriam picadas de “sand flies” (traducao literal, moscas de areia) como possivel
forma de transmissdo, o que foi reforcado por estudos paleontolégicos. Em 1921,
dois irmaos bibdlogos franceses demonstraram a formacéo de lesdes similares a
botdes do oriente em voluntarios apés a exposicdo dos mesmos a uma huvem de
moscas (Sergent et al. 1921; Steverding, 2017). Porém, o experimento nao foi aceito
como prova da transmissdo. A prova concreta de transmissdo da Leishmaniose foi
descrita em 1941 por Saul Adler, parasitologista, quando o mesmo infectou
experimentalmente moscas com L. tropica. Cinco voluntarios serviram de cobaia e
foram picados, desenvolvendo lesbes, provando assim a transmissao (Adler & Ber
1941, Steverding, 2017). Outros estudos foram conduzidos, comprovando que néo
s6 a forma cutanea, mas a forma visceral da doenca também era transmitida pelas

“moscas’’.

1.2.2 Agente etiolégico, transmissao e ciclo biol6gico

Apds a descoberta dos corpusculos Leishman Donovan que levaram a
definicho da primeira espécie, Leishmania donovani, diversos estudos foram
conduzidos e diferentes novas espécies causadoras da doenca, identificadas.
Atualmente, existem mais de 22 espécies patogénicas pertencentes ao género
Leishmania (PAHO, 2019). O parasito Leishmania pertence ao reino Protozoa, filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania dividido atualmente em quatro subgéneros:
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Leishmania e Vianna — que abrigam as principais espécies causadoras das formas
da leishmaniose — subgénero Mundinia — sugerido recentemente por Espinosa em
2016 - e Sauroleishmania - subgénero que abriga espécies patogénicas de répteis
(Ryan et al. 1987; Lainson, 2010; Espinosa et al. 2016). Este Ultimo gera
divergéncias taxondmicas, sendo considerado por alguns autores como um género

Sauroleishmania e ndo subgénero (Figura 1.2A e 1.2B).

Familia TRYPANOSOMATIDAE

| | I

Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocnthidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum

Subgénero Leishmania Viannia
Compgo | | | | -
especies L. donovani L tropica L. major L. aethiopica L mexicana : L. brazakensis L. guyanensis
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Os protozodarios parasitas do género Leishmania sdo eucariotos unicelulares
compostos por uma mitocdndria Unica. Como pertencente da classe Kinetoplastea,
apresenta a caracteristica exclusiva a classe, o cinetoplasto, estrutura anexa a
mitocondria composta por um material genético diferenciado, o KDNA, uma rede
organizada em mini e maxicirculos que se interligam. Dentre suas principais
caracteristicas, o protozoario se apresenta ainda sob duas formas evolutivas, a
forma promastigota e a forma amastigota (Figura 1.3A e 1.3B). A forma promastigota
€ extracelular e possui morfologia alongada, medindo de 12 a 20 pM, com
cinetoplasto anterior ao nucleo e um flagelo livre Unico que emerge de uma bolsa
flagelar localizada na regido anterior da célula. A forma amastigota é intracelular
obrigatéria, encontrada majoritariamente em vacuolos parasitéforos no interior de
células do sistema fagocitico mononuclear. Sua morfologia € ovoide e apresenta
bolsa flagelar, porém, ndo possui flagelo livre (Vannier-Santos et al. 2002; Neves,
2005; Torres-Guerrero et al. 2017). Como particularidade, a forma promastigota tem
a capacidade de assumir dois estagios, o prociclico, estagio ndo infectivo com
parasitos volumosos de tamanho em torno de 3 a 12 uM e flagelo curto, capazes de
se multiplicar de forma logaritimica, e 0 metaciclico, estagio infectivo, com parasitos
afinados de tamanho entre 5 a 10 pM e flagelo longo. O processo de transformacao
da forma prociclica para a forma metaciclica € chamado de metaciclogénese,
processo este que inclui alteracdes de tamanho e forma, onde o corpo do parasito
se torna mais fino e alongado e o flagelo assume um tamanho maior, conferindo a
forma metaciclica uma maior motilidade. Alteragdes moleculares também sao
observadas como o aumento de expressdo de moléculas de superficie tais quais
LPGs (lipofosfoglicanos) e gp63 (metaloproteases). A metaciclogénese permite que
a Leishmania se torne mais apta para que possa escapar do sistema imune do

hospedeiro e obter sucesso na infeccdo (Muskus & Marin Vila, 2002; Neuber, 2008).
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Figura 1.3 Formas evolutivas de Leishmania. A figura aponta organelas importantes como o
cinetoplasto, mitocéndria, nucleo e flagelo. A: forma promastigota; B: forma amastigota. Fonte:
Teixeira et al, 2013.

O ciclo bioldgico da Leishmania € heteroxénico, o que a faz o protozoario um
parasita obrigatorio de dois tipos de hospedeiros distintos, um invertebrado — o
flebotomineo, inseto hematéfago aonde sédo encontradas as formas promastigotas -
e um vertebrado — mamiferos, aonde se encontram as formas amastigotas, tendo
humanos como principais acometidos, além de outros hospedeiros como caes,
roedores, marsupiais, lobos e raposas, muitas vezes assintomaticos, servindo como
reservatorios da doenca. Assim, a doenca pode ser classificada como antropondtica
ou zoondtica, dependendo do seu hospedeiro (Neuber, 2008; WHO, 2016; Torres-
Guerrero et al. 2017).

Conhecido vulgarmente como Mosquito-Palha ou Birigui, o flebotomineo,
hospedeiro invertebrado da Leishmania, € o responsavel pela transmissdo do
parasito. S0 pequenos insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidea,
subfamilia Phlebotominae. Dois géneros s&do conhecidamente transmissores da
leishmaniose, o género Phlebotomus, responsavel pela transmisséo no velho mundo
e 0 género Lutzomyia no novo mundo (Figura 1.4A e 1.4B). Existem em torno de 800
espécies de flebotomineos e somente 98 sdo descritas como transmissoras da
leishmaniose, sendo 42 do género Phlebotomus e 56 do género Lutzomyia (WHO,
2010). Os flebotomos se alimentam de seiva vegetal ou mel, captando carboidrato
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necessario para sobrevivéncia. O estagio adulto mede cerca de 2 a 3 mm e possui 0
corpo coberto de pelos. S&o habitantes de locais Umidos e escuros, extremamente
propensos para sua reproducdo e metamorfose. Apenas as fémeas séo
transmissoras da doenca, uma vez que necessitam de ao menos uma refeicdo
sanguinea par completar sua oviposicdo, sendo entdo hematofagas, caracteristica
exclusiva do género (killick-kendrick, 1999; Maroli et al. 2013).

Figura 1.4 Vetores da leishmaniose. A: Lutzomyia sp. Novo mundo; B: Phlebotomus sp. Velho
mundo. Disponivel em: http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/vetores.htm.

O ciclo bioldgico da Leishmania se inicia quando o hospedeiro invertebrado
sadio realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo
uma mistura de sangue e células parasitadas (Figura 1.5 etapas 1-5). Uma vez
dentro do hospedeiro, essas células serdo lisadas, liberando as formas amastigotas.
Nesta etapa, o parasito precisa sobreviver a digestdo do inseto e para isso alguns
mecanismos de evasdo sao descritos. A Leishmania é capaz de modular a
expressdo de enzimas digestivas do vetor, interferindo em sua atividade, causando
indigestdo. Outra barreira encontrada é a matriz peritréfica, membrana
semipermeavel composta por glicoproteinas e quitina, responséavel por isolar o bolo
digestivo do epitélio intestinal uma vez que a degradacéo do sangue ingerido leva a
liberacdo de subprodutos téxicos para o vetor. Uma vez ingerida juntamente com o
sangue, a Leishmania vai para dentro da matrix peritrofica, estando sujeita a sofrer
os danos provocados por estes subprodutos. Estudos relatam, porém, que o parasito
€ capaz de secretar quitinases, capazes de perfurar a matriz peritrofica e permitir
sua passagem ao epitélio, obtendo sucesso na colonizacdo do intestino médio
(Hegedus et al. 2009; Telleria et al. 2018).
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Ja localizadas no intestino do inseto, amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas. A promastigota prociclica, forma ndo infectiva, se
multiplica via divisdo binaria de maneira logaritmica. Alcancada a fase estacionaria,
as formas prociclicas migram para a proboéscide do inseto, onde se transformam, via
metaciclogénese, em metaciclicas. A metaciclogénese também é considerada de
suma importancia para a sobrevivéncia do parasito dentro de ambos os hospedeiros
(Bates, 2008). Posteriormente, ao realizar um novo repasto sanguineo (Figura 1.5
etapas 6-9), o inseto vetor infectado tem sua alimentacéao dificultada uma vez que ha
uma grande quantidade de Leishmania em sua valvula esofagica. O flebotomineo
insere seu aparato bucal do tipo picador-sugador diversas vezes no hospedeiro,
dilacerando a pele e formando pequenas pocas de sangue. O inseto regurgita sua
saliva liberando as promastigotas que estavam no aparelho digestério. A saliva do
vetor, repleta de anticoagulantes e vasodilatadores, provoca o0 recrutamento de
neutréfilos e macréfagos, células do sistema imune inato que sdo responsaveis pelo
combate imediato a inflamagbes (Brazil & Brazil, 2003). De maneira concomitante,
as promastigotas sofrem acdo do sistema complemento, um complexo de proteinas
gue sao ativadas por clivagem em cascata e um dos principais meios de combate
extracelular a agentes estranhos. As modificacdes de ocorridas na metaciclogénese,
como o aumento de expressdo de moléculas de superficie, dificultam a ligacdo das
proteinas do sistema complemento a Leishmania (Puentes et al. 1990; Castellano,
2005). Para escapar do sistema complemento, as promastigotas interagem com
neutréfilos e macréfagos “provocando” sua fagocitose mediada por receptor,
processo importante uma vez que a Leishmania precisa disparar mecanismos na
célula para a formacdo de um fagossoma. Como processo celular natural de
eliminacdo de antigenos, o lisossomo é recrutado e se funde com o fagossomo,
dando origem ao fagolisossomo. Devido as condi¢des internas de pH e temperatura,
a Leishmania consegue se diferenciar em amastigota jA no fagolisossomo, onde

sobrevive e se multiplica, estabelecendo assim a infeccao no hospedeiro.
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Figura 1.5 Ciclo biolégico da leishmaniose. Etapas 1-5: hospedeiro invertebrado; Etapas 6-9: hospedeiro
vertebrado; Fonte: Adaptado de PAHO, 2019.

1.2.3 Manifestacgdes clinicas

Existem duas diferentes formas clinicas atribuidas a leishmaniose. Sdo elas a
tegumentar (LT), forma mais comum e a visceral (LV), forma mais severa que pode
levar ao 6Obito. A leishmaniose tegumentar é subdividida em leishmaniose cutanea
localizada (LCL), cutanea difusa (LCD), recidiva-cutis (LRC) e leishmaniose
mucocutanea (LMC), forma considerada incapacitante. A OMS atualmente usa como
classificagdo das formas clinicas a LV, LC (englobando a LCL, LCD e LRC) e a LMC
(WHO, 2020). Cada manifestacéo clinica possui uma relacéo direta com a espécie
de Leishmania infectante e com a resposta imune do hospedeiro (Nagle et al. 2014).
Na tabela 1.2, estdo descritas as espécies causadoras de cada tipo de forma clinica
da doenca, que serdo melhor explicadas abaixo.
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Tabela 1.2 Espécies causadoras das formas clinicas das
(adaptada de Nagle et al. 2014)

Leishmanioses e sua distribuicéo

~ o Velho/Novo Forma .
Subgénero Espécie . Distribuicéo
mundo clinica
L. aethiopica VM LCL; LCD Etiopia e Quénia
) LCL; LCD; . .
L. amazonensis NM Brasil, Venezuela, Bolivia
LMC
_ Africa central, Sul da Asia, Oriente médio,
L. donovani VM LV; LDPC . .
India e China
Africa do Norte e Europa, Oriente médio,
L. infantum NM e VM LV; LC Asia central, México, Venezuela, Brasil e
Leishmania .
Bolivia
) Africa do Norte e central, Oriente médio,
L. major VM LC; .
Asia central;
L. mexicana NM LCL; LCD EUA, Equador, Venezuela, Peru
) Africa do Norte e central, oriente médio,
L. tropica VM LCL; LV . .
Asia central e India
L. venezuelensis NM LCL Norte da América do sul, Venezuela
L. waltoni NM LCD Republica dominicana
- Guatemala, Venezuela, Brasil, Bolivia e
L. braziliensis NM LCL; LMC
Peru
) Guiana Francesa, Suriname, Brasil e
L. guyanensis NM LCL; LMC )
Bolivia
L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia e Peru
Viannia ) i .
L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil e Guiana francesa
L. panamensis NM LCL; LMC Panam@, Colbmbia, Venezuela e Brasil
L. peruviana NM LCL; LMC Peru e Bolivia
L. shawi NM LCL Brasil
Mundinea | L. martiniquensis VM e NM LCL; LV Martinique, Tailandia

LCL — Leishmaniose cutanea localizada; LMC — Leishmaniose mucocutanea; LCD — Leishmaniose

cutaneo-difusa; LV — Leishmaniose visceral; LDPC — Leishmaniose dérmica pés-calazar;
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1.2.3.1 Leishmaniose cutanea localizada (LCL)

As regibes corporais mais envolvidas na forma clinica cutanea da
leishmaniose sdo aquelas acessadas mais facilmente pelos flebotomineos como
bracos, pernas, rosto e até orelhas (David & Craft, 2009; Torres-Guerrero et al.
2017). Apos a realizagdo do repasto sanguineo, o tempo de incubacdo parasitaria
até o aparecimento da lesdo pode levar de 2 a 4 semanas. O primeiro indicio de
lesdo aparece em forma de papula avermelhada, assintomatica, com um diametro
que varia entre 1 a 10 mm. Pode haver aumento de temperatura e inchaco local.
(Goto & Lindoso 2012; Nagle et al. 2014; Maxfield & Crane, 2020). Com a evoluc¢éo
da doenca, a papula avermelhada se torna nodular, evoluindo posteriormente a
Glcera com bordas limitadas, podendo ser granulosa e causar sangramentos caso
seja irritada. Em 90% dos casos de LCL, a lesdo € auto resolutiva, desaparecendo
em 3 a 5 meses ou podendo levar até 15 a 20 anos. Porém, 10% dos casos tendem
a evoluir cronicamente (Burza et al. 2018; Gurel et al. 2019). E importante ressaltar
gue mesmo com a cura clinica, ndo ha cura parasitolégica. Relatos de caso e
estudos demonstram ainda que dependendo da espécie causadora da LCL e da
resposta imune do hospedeiro, pode haver a evolugdo da LCL para outra
manifestacéo clinica (Goto & Lindoso 2012).

As principais espécies causadoras da LCL sdo L. major, L. tropica e L.
aethiopica, do velho mundo (Africa, Asia e Oriente Médio); L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, do novo mundo
(Américas, destacando a grande participacdo do Brasil) (Goto & Lindoso 2012;
Nagle et al. 2014; Burza et al. 2018; Gurel et al. 2019). Alguns estudos mostram
ainda L. infantum e L. donovani como possiveis causadoras de LCL.

Figura 1.6 Leishmaniose cutanea localizada (LCL). Fonte: PAHO, 2019
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1.2.3.2 Leishmaniose cutanea difusa (LCD)

A LCD é considerada uma forma rara da LC. E caracterizada por multiplas
lesBes papulares ou nodulares. Diferente da LCL, as les6es nédo possuem tendéncia
ulcerativa. A ndo sensibilidade caracteristica das lesdes pode muitas vezes levar a
um erro diagnostico uma vez que a LCD pode ser confundida com lesbes de
hanseniase (Bari 2012; Burza et al. 2018). A LCD é considerada uma manifestacéo
anérgica, ou seja, o sistema imune do hospedeiro € incapaz de produzir uma
resposta imune celular para combater as lesfes, 0 que permite a 0 aparecimento de
multiplas lesdes (Goto & Lindoso 2012; Torres-Guerrero et al. 2017).

As espécies causadoras da LCD sdo L. aethiopica (velho mundo), L.
amazonensis e L. mexicana (novo mundo). No Brasil, a L. amazonensis € a espécie
causadora da LCD (Ministério da Saude, 2007).

As lesbes causadas pela LCD podem se espalhar por bragos, pernas, maos e
pés, nariz, labios e orelhas. E comum encontrar uma carga parasitaria altissima nas
lesbes. Além de aparente imunossupressdo, a co-infec¢cdo Leishmania-HIV pode
estar relacionada aos casos LCD (Gurel et al. 2019; Mokni, 2019).

Figura 1.7 Leishmaniose cutanea-difusa (LCD). Fonte: Torres-
guerrero et al, 2017;
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1.2.3.3 Leishmaniose cutaneo disseminada (LD)

A LD é outro caso raro de LC. Muito confundida com a LCD, a LD é
caracterizada por 10 ou mais lesbes mistas muito similares as lesdes de LCL,
papulas ulcerativas ou acneiformes, encontradas em duas ou mais partes do corpo
(Goto & Lindoso, 2012; Burza et al., 2018; Gurel et al. 2019). Diferente da LCD, a
carga parasitaria encontrada nas lesdes é baixa, e a disseminagdo das lesbes
parece ter o envolvimento sanguineo. A resposta inflamatoria também é uma
diferenca entre a LCD e a LD. Diferente da falta de resposta celular que ocorre na
LCD, a resposta imune celular da LD é muito potente, com alta producdo de
citocinas. Em mais de 40% dos casos de LD pode haver comprometimento da
mucosa (Scorza et al. 2017; Gurel et al. 2019).

A ocorréncia da LD se da majoritariamente na América Latina. Embora seja
rara, ha relatos de que no estado da Bahia, Brasil, a LD vem superando a incidéncia
de LM. A principal espécie relacionada com a LD é a L. braziliensis. (Schriefer et al.
2008; Scorza et al. 2017).

Figura 1.8 Leishmaniose cutadnea disseminada
(LD). Fonte: Mokni, 2019;
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1.2.3.4 Leishmaniose recidiva-cutis (LRC)

Outra forma rara e crbnica de leishmaniose tegumentar, a recidiva €
caracterizada por uma lesdo ativa que apds um tempo aparece no mesmo local ou
muito proxima ao local de uma lesdo de LC curada. A razéo desse fendbmeno ainda
€ desconhecida, porém, acredita-se que uma pequena por¢cao parasitaria sobreviva
no local da infec¢cdo priméria ou proximo, e por algum estimulo desencadeiam
recidivas da doenca (Goto & Lindoso, 2012; Scorza et al. 2017). Diferente da LCL,
as lesbes sao papulas ou nédulos néo ulcerativos e possuem um elevado numero de
linfécitos infiltrados no local (Burza et al. 2018; Maxfield & Crane, 2020).

As espécies implicadas na LRC sdo majoritariamente a L. tropica no velho

mundo e L. mexicana com alguns casos destacados no novo mundo.

Goto e Lindoso, 2012;

1.2.3.5 Leishmaniose mucocutanea (LMC)

Caracterizada por lesGes destrutivas de labios, septo nasal e palato, e uma
resposta imunoldgica exacerbada, cerca de 10% dos casos de LMC progridem a
partir da LCL, ocorrendo de forma concomitante. Comumente, a LMC se apresenta
de 6 meses até 2 anos ap6s a cura da LCL. Os sintomas podem variar entre
incOmodos na regido nasal e febre. A doenca se apresenta com pequenas ulceras
que evoluem destrutivamente, perfurando todo o septo nasal, chegando ao palato
(Goto & Lindoso, 2012; Torres-Guerrero et al. 2017; Mokni, 2019).

Embora ndo seja causadora direta de Obitos, a LMC é classificada como

perigo potencial de vida, uma vez que suas lesbes causam desfiguracdo da face,
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estigmatizando socialmente os pacientes por ela acometidos. O isolamento social
pode causar danos psicoldgicos severos, levando ao suicidio (Scorza et al. 2017,
Burza et al. 2018; Gurel et al. 2019).

As espécies implicadas na LMC sao L. amazonensis, L. braziliensis, L.
guyanensis e L. panamensis, sendo a L. braziliensis a principal causadora e a
maioria dos casos localizados na América do Sul em paises como Brasil, Bolivia,
Paraguai e Peru (PAHO, 2019).

LA ’ .
Figura 1.10 Leishmaniose mucocuténea. Fonte: Burza et al, 2018;

1.2.3.6 Leishmaniose visceral (LV)

Também conhecida como Calazar, a LV é considerada a forma mais grave da
leishmaniose. Diferente da LT, a LV como o préprio nome indica, acomete as
visceras (6rgaos), principalmente o baco e o figado, podendo acometer também a
medula éssea. Seu periodo de incubacado pode levar de 2 semanas a 6 meses. Os
pacientes acometidos por essa forma podem ser assintomaticos ou apresentam
febre persistente e irregular, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, anemia e perda
de peso (PAHO, 2020; WHO, 2020).

A LV é causada por duas espécies no velho mundo, a L. donovani e a L.
infantum. A L. infantum porém, também é causadora da LV no novo mundo. Existem
ainda alguns casos relatados de visceralizacdo de formas crbnicas de LC causadas
por L. tropica e L. amazonensis nas Américas (Torres-Guerrero et al. 2017; Burza et
al. 2018).
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A LV tem por caracteristica 0 acometimento de criancas até 5 anos e adultos
com problemas nutricionais ou infec¢des causadoras de imunossupressao, como o
HIV. Quando ndo tratada, a LV leva a obito 95% dos pacientes por sepse, anemia
severa e outros fatores graves (Gurel et al. 2019; PAHO, 2019).

Figura 1.11 Leishmaniose Visceral. Fonte: PAHO, 2019;

1.2.3.7 Leishmaniose dérmica p6s-calazar (LDPC)

Descrita como uma complicacdo, sequela ou consequéncia da LV, a LDPC
desenvolve lesdes do tipo maculas hiperpigmentadas ou erup¢gdes maculopapulares
gue podem aparecer em um primeiro momento no torso ou rosto e se espalhar
rapidamente para outras partes do corpo. Curiosamente, os casos de lesdes
maculares estdo concentrados no leste do continente africano enquanto as do tipo
erupcBes sdo descritas na Asia, mais precisamente no subcontinente indiano (Burza
et al. 2018; Gurel et al. 2019).

Majoritariamente causada pela L. donovani, sdo raros 0s casos descritos de
LDPC por L. infantum (Scorza et al. 2017; Maxfield & Crane, 2020). Segundo a
OMS, a LDCP demanda vigilancia uma vez que sdo encontrados parasitos nas
lesbes, tornando o paciente um reservatorio residual que, se alvo de flebotomineo,

torna continua a transmisséo antroponética da LDCP (WHO, 2013).
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Figura 1.12 Leishmaniose dérmica pos-calazar. Fonte:
Mokni, 2019;

1.2.3.8 Papel do HIV nas formas clinicas da leishmaniose

O sistema imunolégico € um dos principais desafios no
controle/tratamento/combate & leishmaniose. As diferentes formas clinicas
apresentam diferentes respostas imunolégicas, variando entre anergia e
exacerbacéo, sendo a imunossupressao um fator determinante.

Os primeiros relatos de uma possivel co-infeccdo Leishmania-HIV ocorreram
na década de 1990 no sul da Europa, em dependentes quimicos que tinham por
habito compartilhar seringas, o que levou a um aumento de casos de LV na regido
(Torres-Guerrero et al. 2017; Burza et al. 2018).

Em termos de mecanismo imunopatolégico, Leishmania e HIV possuem um
modus operandis similar, que envolve macréfagos e células dendriticas (Gurel et al.
2019). A imunossupressao causada pelo HIV facilita a progresséo da leishmaniose,
agravando condi¢cdes como a LV e a LMC. A LDPC causada por L. infantum esta
diretamente relacionada com a co-infeccdo por HIV. A queda acentuada de células T
CD4 causada pelo HIV aumenta a chance e o niumero de recidivas da leishmaniose.
O HIV se comporta ainda como oportunista, dificultando ou mascarando o
diagnoéstico de leishmaniose. Também pode haver falha do tratamento da
leishmaniose provocada pelo HIV. Em contrapartida, a infeccdo por Leishmania
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acelera a replicacéo viral e a progressao da doenca (Badirzadeh et al. 2013; PAHO,
2019; WHO, 2020).

1.2.4 Epidemiologia

A década de 2000 é um marco importante para a Leishmaniose. Devido a um
aumento consideravel de casos observados a partir dos anos 2000, foram
aprovadas resolucdes de estreitamento de vigilancia e controle para a doenca, como
a medida WHA.6013, aprovada pelos membros da Assembleia Mundial de Saude e
a medida CD49-19 aprovada pela OMS/OPAS. Desde entdo as organizagles se
esforcam na coleta de dados e atualizacGes da doenca, e na criacdo de programas
de suporte e controle para os paises endémicos (Maia-Elkhoury et al. 2017; WHO
2017c).

De acordo com a OMS, em 2018, 98 paises/territérios sdo endémicos para
Leishmaniose, sendo 9 deles endémicos para LC, 21 para LV e 68 para ambas.
Cerca de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas e estima-se que
anualmente ocorram aproximadamente 30 mil casos de LV e 1 milh&o de casos de
LC. O numero de territérios endémicos aumentou expressivamente para LV e LC
sendo contabilizados, até janeiro de 2020 56 paises endémicos para LV e 59 para
LC. Do total de casos globais de LV, 90% estdo concentrados em 7 paises. S&o
eles: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia e Suddo do Sul. Ja para LC, 85 % dos
casos estdo concentrados no Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colémbia,
Republica Islamica do Ird, Iraque, Paquistdo, Peru, Republica Arabe Siria e Tunisia
(WHO 2019; WHO 2020).

Nas figuras 1.13 e 1.14 observa-se o status de endemicidade mundial da LV e
LC, respectivamente.
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Figura 1.13 Endemicidade da Leishmaniose visceral no mundo. Fonte: WHO, 2019
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Figura 1.14 Endemicidade da Leishmaniose cutanea (LCL, LCD e LRC) no mundo. Fonte: WHO,
2019;

Em uma andlise regional utilizando como base ano de 2015, foram reportados
197.311 casos de LC mundialmente. Dentre eles, 70% foram registrados na regiéo
do Mediterraneo oriental, seguidos por 23% registrados na regido das Américas
(Figura 1.15 a). Para LV, foram registrados 23.804 novos casos sendo as regides do
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Sudeste asiatico (39%) e a regido Africana (24%) as mais afetadas (Figura 1.15 b).
Ha uma disparidade evidente na distribuicdo de LV e LC. Enquanto a LV se distribui
de maneira mais equilibrada entre as regides, a LC se mostra mais concentrada em
duas regides (WHO 2017).

(a) SEAR; 1284, 1% (b)

EUR: 2947: 2% WPR; 0; 0% __ arg: 7984; 4%

/- WPR; 514; 2%

AMR; 46076; 23%

EMR; 139020; 70%

EMR; 4501; 19%

EUR; 287; 1%/
Figura 1.15 Numero de novos casos mundiais de LC (a) e LV (b) por regido no ano de 2015;
AFR — regido da Africa; AMR — regido das Américas; EMR — regido do Mediterraneo oriental; EUR

— regifio da Europa; SEAR - regi&o do sudeste da Asia; WPR- regido do Pacifico Ocidental; Fonte:
WHO, 2017c.

Observando os dados mundiais, é possivel perceber o grande envolvimento
das Américas nos casos reportados de LC e LV, o que gerou um alerta para a
regido. Em 2011, em uma iniciativa OMS/OPAS, foi instituido nas Américas o
Programa Regional para Leishmaniose (PRL), uma tentativa de controlar a doenca e
dar suporte aos paises endémicos das Américas. Em 2012, foi criado o Sistema de
Informacdo Regional da Leishmaniose, o SisLeish, um sistema simples que conta
com o esfor¢co dos paises endémicos para sua atualizagdo (Maia-Elkhoury et al.
2017; PAHO 2019).

De acordo com a Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS/PAHO), nas
Américas, 18 paises sdo endémicos para LC e 11 para LV. Segundo o SisLeish, em
2018 foram reportados 46.041 novos casos entre LC e LMC, enquanto para LV
foram reportados 3562 casos. Dos casos totais, o Brasil se destaca com um namero
de 16.432 casos (87%) de LC/LMC e 3.446 casos (97%) para LV, resultados
bastante alarmantes para o pais (PAHO, 2019). Nas figuras 1.16 e 1.17 observa-se

a distribuicdo dos casos de LV e LC respectivamente no Brasil.
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Figura 1.16 Casos de Leishmaniose visceral (LV) por UF de infeccéo
no ano de 2019. Fonte: SVS/MS, 2019.
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Figura 1.17 Casos de Leishmaniose tegumentar por UF de
infeccdo no ano de 2019; Fonte: SVS/MS, 2019

25



Em dados de 2019, o Ministério da Saude apontou uma incidéncia de 8,44 e
1,98 casos por 100.000 habitantes de LC e LV respectivamente. A regidao Norte
aparece como maior detentora de casos para LC, concentrando 44,7% dos casos.
Ja para LV, a regido Nordeste apresentou 44,5% dos casos (Ministério da Saude,
2019).

Como abordado no item anterior, a co-infeccao Leishmania/HIV tem impacto
muito grande no desenvolvimento de ambas doencas para o paciente. Segundo a
OMS, cerca de 35 paises sdo responsaveis por relatos de casos de co-infeccao,
sendo a maioria pertencente ao sul Europeu (WHO, 2020). Entre 2009 e 2011, a
organizagdo ndo governamental Médicos Sem Fronteiras (MSF) relatou diversos
casos de LV em pacientes HIV positivos nos paises Suddo do Sul, Sudéo, Quénia e
Etiopia (Diro et al. 2014). Nas Aaméricas, em 2018 foram reportados 250 casos de
LV/HIV sendo 246 pertencentes ao Brasil (PAHO, 2019). Uma vez que o HIV pode
mascarar o diagnéstico da Leishmaniose, suspeita-se que o nimero de casos de co-

infecgao seja muito maior.

R L R e |

Figura 1.18 Distribuicdo mundial de casos de co-infec¢do Leishmania/HIV. Fonte: WHO, 2020;
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1.2.5 Tratamento

1.2.5.1 Antimoniais pentavalentes

A primeira descricdo do uso dos antimoniais para o0 tratamento da
leishmaniose foi publicada no Brasil em 1914 por Gaspar Vianna. Médico e
pesquisador do Instituto de Patologia Experimental de Manguinhos (atual Instituto
Oswaldo Cruz), Vianna sugeriu o antimonial trivalente (Sb3+) também conhecido
como tartaro emético, para o tratamento de LC recém diagnosticada em Sao Paulo
na época (Vianna, 1914). Diversos relatos de efeitos toxicos provocados pelo tartaro
emético impulsionaram estudos sobre modificagdes do mesmo. Foi na década de
1920, na india, que se deu inicio ao uso da formulagéo pentavalente dos antimoniais
(Sb5+), diminuindo significativamente os efeitos toxicos do tratamento, permitindo
gue este fosse, por décadas, o tratamento unanime de primeira escolha para
Leishmaniose (Uliana et al, 2018).

Existem hoje duas formulagbes comerciais do antimonial pentavalente, o
estibogluconato de sodio (Pentostam), formulacdo ndo comercializada no Brasil, e 0
antimoniato de meglumina (Glucantime). Sdo medicamentos injetaveis, podendo ser
administrados por via endovenosa, intramuscular ou intralesional. Em publicacéo no
ano de 1984, a OMS recomendava o uso de 10mg/kg/dia de antimonial
pentavalente, por um periodo de 20 dias (WHO,1984). Porém, relatos de falha no
tratamento em pacientes da India forcaram um aumento de dose, e regime
terapéutico, levando ao surgimento de resisténcia generalizada, forcando o pais a
abandonar o uso do medicamento (Chakravarti & Sundar 2019). O regime mais
comumente adotado hoje em dia € de 20mg/kg/dia por 28-30 dias e a baixa eficacia
do tratamento em pacientes de LV co-infectados com HIV, retirou os antimoniais da
primeira escolha nesses casos (Sundar & Sing, 2019).

A acao leishmanicida do antimonial pentavalente consiste na sua reducdo da
forma pentavalente a trivalente. Porém, acredita-se que o medicamento atue inibindo
diversas enzimas essenciais do parasito, principalmente da via glicolitica, causando
um desbalanco na oxidacao de acidos graxos e impedindo a fosforilagdo do ADP em
ATP (Berman, 1988; Franco et al. 1995). O antimonial tem ainda o potencial de
diminuir os niveis de tiol do parasito, formando complexos antimdnio-tiol, diminuindo

as defesas antioxidantes do parasito (Kaur & Rajput 2014).
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Por ser um medicamento injetavel, € necessario que o paciente se locomova
diariamente a unidade de saude ou que permaneca internado dependendo da
gravidade. Esses fatores, junto com a longa durabilidade do regime terapéutico
geram desconforto e elevam o custo do tratamento. Adicionalmente, 0s varios
efeitos colaterais, como nausea, dor abdominal, mialgia, nefrotoxicidade,
pancreatite, arritmia cardiaca e hepatite, levam a reducdo ou abandono do
tratamento (Gasser et al. 1994; Sundar et al. 1998; Ministério da Saude, 2013).

1.2.5.2 Anfotericina B

Descoberta em 1955 por sua acao antifingica, a anfotericina B, pertencente a
classe dos poliénicos, teve seu efeito leishmanicida descrito por Furtado e Lacaz,
em 1960, na tentativa de tratamento de casos LMC néo responsivos ao antimonial
(Sampaio et al. 1960). Foi utilizada também para substituir os antimoniais na india,
quando o uso dos mesmos causou uma onda de resisténcia generalizada, sendo
regulamentada por lei até os dias de hoje como medicamento de primeira escolha no
pais (Uliana et al. 2018; Chakravanti & Sundar, 2019).

Seu mecanismo de acdo esta relacionado a sua afinidade por esterdis,
especialmente ao ergosterol, principal componente da membrana dos
tripanossomatideos, diferente dos mamiferos, cujo esterol membranar é
majoritariamente o colesterol, destacando assim sua seletividade ao parasito. Os
efeitos colaterais observados em pacientes sdo: reacdes a infusdo (na maioria dos
pacientes), nefrotoxicidade, miocardite, hipocalemia e morte ocasional.

O regime terapéutico mais utilizado para anfotericina B é 1mg/kg, infusédo
intravenosa, variando de duracdo de 20 dias (para casos de LV), até 4 meses (em
casos de LDPC), tempos longos de hospitalizacdo para o paciente. A duracdo do
tratamento junto aos efeitos colaterais requer um acompanhamento rigoroso e o alto
custo deste medicamento € um fator limitante para os paises mais pobres (Sundar &
Sing 2020).

No Brasil, a anfotericina B é usada como primeira escolha em casos de
pacientes co-infectados com HIV e gestantes, sendo também uma opgao para
pacientes ndo responsivos ao tratamento com antimonial ou que sejam do grupo de

risco para o uso do mesmo (Ministério da saude, 2013).
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A fim de diminuir os efeitos colaterais da anfotericina B, formulacdes lipidicas
foram desenvolvidas para o tratamento antifingico e reposicionadas para
leishmaniose, substituindo o desoxicolato por lipideos que facilitam sua
biodistribuicdo e prolonga o tempo de meia-vida. As formulacdes disponiveis hoje
sdo: anfotericina B lipossomal (L-AmB: Ambisome®), dispersdo coloidal de
anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B (ABL:
Abelcet®) (Mishra et al. 2009; Sing et al. 2012). No Brasil, a anfotericina B
lipossomal é utilizada com o regime de dose total de 25 a 40mg, dependendo da
forma clinica da doenca e da resposta do paciente, por via endovenosa (Ministério
da saude 2013). Embora tenham reduzido os efeitos colaterais da anfotericina B
convencional e sejam muito aceitas e utilizadas como primeira escolha em diversos
paises, as formulacdes lipidicas ainda sdo extremamente caras, dificultando seu uso

em paises de terceiro mundo.

1.2.5.3 Miltefosina

Em 1987, Croft e colaboradores demonstraram o efeito de fosfoclinas,
originalmente antineoplasicas, em Leishmania donovani, destacando a miltefosina
(hexadecilfosfocolina), como promissora (Croft et al. 1987). Seu primeiro registro de
uso aconteceu na india, em 2002, onde foi aprovada como primeiro medicamento
para uso oral para LV, com uma taxa de cura de 94% (Chakravarti & Sundar, 2019).
O regime terapéutico provado foi de 50 a 100 mg/dia durante 28 dias. Apés ser
registrada como primeira escolha em paises como india, Nepal e Bangladesh, sua
eficacia para o tratamento de LV foi diminuindo ao longo dos anos, e seu uso foi
substituido no subcontinente indico pela anfotericina B lipossomal, sendo hoje alvo
de estudos de possiveis combinacdes (Uliana et al. 2018). A miltefosina ainda é
recomendada no subcontinente indico para o tratamento de LDPC (WHO, 2010).

Seu mecanismo de acdo parece estar ligado a interagdo do farmaco com a
membrana plasmatica do parasito (modulacdo de receptores de superficie), levando
a alteracdo do metabolismo, resultando em apoptose (Mohapatra, 2014). Os efeitos
colaterais observados em pacientes séo disturbios gastrointestinais, como vomito e
diarreia, hepato e nefrotoxicidade ocasionais e teratogenicidade, sendo proibido o
Seu uso em gestantes. Sua longa meia vida aumenta as chances de resisténcia
(Sundar & Sing 2020).
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A miltefosina so6 € licenciada no Brasil para uso veterinario no tratamento de
LV em caes, como o milteforan (Ministério da agricultura, 2016). Para uso humano, a
miltefosina foi incorporada ao SUS como primeira linha de tratamento da
leishmaniose tegumentar humana em 2018 pelo Ministério da saude (Portaria n°56 —
30/10/2018), entrando para a lista de substancias sujeitas a controle especial, na
qual, cumprido os pré-requisitos propostos pela ANVISA, um farmaco pode ser
comercializado e incluido em regimes terapéuticos (atualizacdo do Anexo | da
Portaria SVS/MS n° 344/1998). Em estudos clinicos realizados no Brasil e
publicados em 2010, a miltefosina demonstrou bons resultados para LC causada por
L. braziliensis, comparando ao antimoniato de meglumina (Machado et al. 2010). Por
ser um farmaco administrado por via oral, ele se tornou uma op¢ao necessaria para
uso em areas mais pobres no pais e no mundo, uma vez que seu custo € mais baixo

e ndo requer a internacao ou deslocamento do paciente.

1.2.5.4 Paromomicina

Em 1968, Neal e colaboradores descreveram o0s efeitos de um
aminoglicosideo, com efeitos antibidticos ja descritos, em LC experimental (Neal
1968). Em 1985 e 1990, foi sugerida para o tratamento de LC por via tdpica e via
parenteral para LV, respectivamente (Uliana et al. 2018). Em 2006, foi aprovada
para uso via parenteral na india, com um regime terapéutico de 11mg/kg/dia que
alcancou em estudo de fase Ill uma taxa de cura de 95% (Chakravarti & Sundar,
2019).

Seu mecanismo de a¢do consiste em inibir a sintese proteica, uma vez que
ela se liga a subunidade 30S ribossomal impedindo o inicio do processo de
traducdo. Estudos in vitro apontam que ela induz a perda do potencial de membrana
mitocondrial em L. donovani, sugerindo que a mitocéndria seja a organela alvo deste
farmaco (Maltezou, 2010; Sundar & Sing 2020). Os efeitos adversos mais comuns
séo inchago na area de injecéo e irritagcdo na pele causada pela formulagéo topica.

Impulsionada pelo baixo custo, a paromomicina se torna uma opgao especial
para paises mais pobres. Assim, mesmo com sua baixa eficacia em estudos clinicos
em diversas regibes da Africa, seu efeito sinérgico foi observado quando em
combinacdo com outros farmacos. Consequentemente, a associacdo
Paramomicina/Estibogluconato de sédio ja foi aprovada para uso no leste da Africa,
promovendo uma diminuicdo de doses e de tempo de duracdo do tratamento. A
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combinacdo Paromomicina/Miltefosina também tem se destacado e estd em fase
clinica como alternativa de tratamento para o continente africano (Hendrickx et al.
2017; DNDi 2020).

1.2.5.5 Pentamidina

Sintetizada no final da década de 1930, a pentamidina foi utilizada em
meados de 1980 para LV refrataria na India. Entretanto, por conta de efeitos
colaterais e diminuicdo de sua eficacia, seu uso foi desencorajado (Sundar & Sing,
2020). Dentre os efeitos colaterais mais sérios estdo diabetes, hipoglicemia,
hipotensdo e hipercalemia, insuficiéncia renal aguda e arritimias cardiacas
(Chakravarti & Sundar 2017).

No Brasil, a dose proposta de pentamidina € de 4mg/kg, em dias alternados,
nao ultrapassando 2g, administrado por via endovenosa ou intramuscular,
dependendo da forma clinica (Ministério da Saude 2013). Em alguns paises, é
recomendada como segunda escolha para LV/HIV. Alguns casos de resisténcia a
este farmaco ja foram relatados (Bray et al. 2003).

Existem duas formulacBes disponiveis de pentamidina, Isotionato (di-
hidroxietilsulfonato) de pentamidina e mesilato (di-hidroximetilsulfonato) de
pentamidina. No Brasil, somente o isotionato € comercializado. Seu mecanismo de
acao envolve a inibicdo de enzimas da via de sintese de poliaminas, via essencial ao
parasito, além da Toposiomerase Il, levando o parasito a apoptose (Kaur & Rajput
2014).

1.2.5.6 Resisténcia

7

Um dos problemas recorrentes do tratamento da Leishmaniose € a falha
terapéutica. Além da né&o responsividade direta observada em pacientes, a
diminuicdo da eficicia dos diferentes farmacos licenciados em regiées ao longo dos
anos, levanta um questionamento importante sobre o futuro da quimioterapia da
leishmaniose (Uliana et al. 2017; Chakravarti & Sundar 2019; Sundar & Sing 2020).

Diversos fatores parecem estar ligados a falha terapéutica. Pacientes
imunodeficientes ou portadores de doencas imunocomprometedoras, respondem de

maneira diferente a certos farmacos. A viruléncia da cepa infectante de Leishmania
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ou a presenca do virus de RNA infectante de Leishmania podem alterar a resposta a
um medicamento (Ponte-Sucre et al. 2017).

Diferente do que se pensava ser somente falha terapéutica, baseada nos
fatores citados acima, cada vez mais estudos tem relatado o surgimento de
resisténcia do parasito a medicamentos licenciados. A pentamidina por exemplo,
tem estudos demonstrando a modulacdo de bombas de efluxo de droga, como a
PRP1, caracterizada em L. infantum (Kaur & Rajput, 2014).

No subcontinente indico, a resisténcia adquirida ao antimonial foi confirmada
em isolados de L. donovani, apés a percepc¢do da diminuicdo da eficicia do farmaco
na regido nos anos 1980 (Sundar, 2002; Uliana et al. 2018). Desde entéo, diversos
trabalhos demonstraram a selecdo de parasitos resistentes ao antimonial por
pressédo de droga in vitro (Papadopoulou et al. 1994; Haimeur et al. 2000; Monte-
Neto et al. 2011; Monte-Neto et al. 2015).

Alguns mecanismos moleculares de resisténcia ao antimonio sdo descritos,
entre eles a inibicAo da conversdo de Sb5+ para Sb3+ através de enzimas
intracelulares como a ACR2 (arsenato redutase) ou a TDR1 (redutase dependente
de tiol); a diminuicdo da expressdao da enzima AQP1 (aquaporina 1), que leva a
consequente diminuicdo da captacdo do farmaco para dentro da célula.
Transportadores ABC e a superexpressao de enzimas da sintese da tripanotiona
também parecem estar envolvidos (Kaur & Rajput 2014; Uliana et al. 2018; Ponte-
sucre et al. 2017).

Um fato intrigante em relagdo a resisténcia aos antimoniais vem sendo
estudado em Bihar, na india, onde a eficacia do tratamento com antimonial diminui
ostensivamente ao longo do tempo. Foi sugerida entdo uma resisténcia cruzada,
provocada pelo arsénio presente na agua ingerida pelos habitantes da regido.
Estudos em camundongos demonstraram a resisténcia ao antimonial apdés a
exposicdo dos mesmos ao arsénico, além de demonstraram um estudo retrospectivo

de pacientes com LV da regido, comparando a agua ingerida (Perry et al. 2015).

1.3 Desenvolvimento de farmacos e os produtos naturais

A quimioterapia da leishmaniose sofre com diversos efeitos adversos que
dificultam ainda mais o tratamento, problemas esses que nédo sao exclusivos da

leishmaniose. Doencas como malaria, HIV/AIDS, cancer e até hipertensdo ou
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diabetes melitus possuem medicamentos licenciados para seu tratamento, sejam
eles 100% eficazes ou ndo, mas continuam apresentando uma mortalidade
significativa. Assim, a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos eficazes
para o tratamento dessas doencas se torna continua (Thomford et al. 2018). Para o
tratamento da leishmaniose, o desafio € ainda maior, uma vez que, além de ter
efeitos colaterais diminuidos ou abolidos, um novo medicamento precisa driblar a
falha terapéutica e uma possivel resisténcia adquirida pelo parasito.

O FDA, o¢6rgado controlador da liberacdo de medicamentos dos EUA,
respeitado mundialmente, considera que o] processo de
descobrimento/desenvolvimento de um medicamento se da em 5 etapas. S&o estas:
descobrimento/desenvolvimento, pesquisa pré-clinica, pesquisa clinica, revisdo e
monitoramento (FDA, 2020). As etapas englobam desde um estudo sobre o possivel
mecanismo de acdo, propriedades farmacocinéticas e via de administracdo,
passando por estudos de toxicidade em diferentes espécies de animais, até chegar
as etapas finais de estudo em humanos.

Ainda na parte de desenvolvimento de um novo farmaco séo utilizadas duas
grandes abordagens, a abordagem baseada em alvo e a abordagem fenotipica.
Como o proprio nome ja diz, a abordagem baseada em alvo vem sendo utilizada ha
muitos anos na ciéncia, na qual um alvo ja conhecido e estudado € selecionado e
servira de etapa limitante para o screening de novos compostos em potencial,
pequenas moléculas que serdo desenvolvidas a partir do alvo proposto. Por ja partir
de um alvo determinado, esta abordagem leva certa vantagem sobre a abordagem
fenotipica em termos de custo e tempo. Com o avanc¢o da tecnologia, ferramentas
moleculares e de bioinformatica, como o docking molecular por exemplo, vém
auxiliando mais ainda neste tipo de abordagem. Porém, a complexidade molecular
dos alvos e de suas interagbes bem como a ndo abordagem do organismo como um
todo, sdo etapas limitantes do processo (Swinney, 2013; Guido et al. 2010).

A abordagem fenotipica, diferente da abordagem citada acima, ndo parte de
um alvo especifico, porém se baseia na interagdo do composto com 0 organismo por
inteiro, havendo a necessidade de entender suas vias de acéo e seus alvos. Esta
abordagem é caracterizada por um processo mais longo e mais caro, uma vez que
precisa da realizacdo de mais ensaios para o seu entendimento. Segundo Brindha et
al. (2021), a abordagem fenotipica se faz necessaria uma vez que analisa o
organismo como um todo, destacando problemas como absorcéo/efluxo celular e

permeabilidade de membrana. Assim como na abordagem fenotipica, novas
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tecnologias vém surgindo para abrandar as problematicas trazidas pelo ensaio
fenotipico. E o caso do High-throughput Screening que conta com o auxilio da
automacao para acelerar o rastreio de bibliotecas de possiveis hovos compostos.

A etapa de pesquisa pré-clinica aborda o efeito do possivel farmaco em
animais, estudando os possiveis efeitos toxicos do composto (ensaios de toxicidade)
bem como o caminho do composto pelo organismo (farmacocinética). Os ensaios
pré-clinicos abrangem uma infinidade de possiveis ensaios, regulamentados pelas
agéncias de saude dos paises. A OECD e o FDA, usados como modelos mundiais,
tem diversos protocolos regulamentados, que vao desde o uso de diferentes
espécies de animais para atestar a seguranca do composto, até métodos para a
diminuicdo do uso dos mesmos, visando a protecdo animal. Aqui no Brasil, a
ANVISA se baseia nos manuais da OECD e FDA para ensaios toxicologicos e
possui normas bem determinadas para a deteccdo de compostos (farmacocinética;
RDC n°27).

Uma vez atestada a seguranca do composto, da-se inicio a fase clinica que é
dividida em quatro fases (FDA, 2020). A fase | promove o teste do composto em
poucos voluntarios ou pacientes (20 a 100), visando testar a dosagem e seguranca
do composto agora em humanos, tendo a sua duracéo variada em meses. A partir
de resultados positivos na fase | o composto é encaminhado para a fase Il, sendo
aumentado o numero de pessoas, agora pacientes da doenca/condi¢do (200 a 400),
onde é determinada a dose eficaz do composto, fase essa que pode levar de meses
até 2 anos. A fase lll ja parte para um nimero maior (300 a 3000) de pacientes,
visando a seguranca e eficacia bem como monitoramento de efeitos adversos. Ja na
fase IV, o nimero de pacientes atinge a casa dos milhares e é chamada de
farmacovigilancia. As fases lll e IV sdo as mais longas podendo levar até 4 anos no
caso da fase lll ou mais (fase V). Assim, o composto que chega até a fase IV do
estudo pode ser aprovado pelo 6rgédo controlador e virar uma nova alternativa para o
tratamento de doencas.

A existéncia de muitas etapas e a dificuldade das etapas pré-clinica e clinica,
determinam que a duracdo do processo leve de 10 a 15 anos, um tempo
considerado muito longo em se tratando de doencas que nao diminuem sua
velocidade de prejuizo e mortalidade. Além disso, o nimero de novos medicamentos
aprovados pelo FDA apresentou uma queda constatada a partir de 1996, o que pode

indicar a falta de interesse de industrias farmacéuticas e governos em financiar
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grupos de pesquisa que trabalhem como “cacadores de novos medicamentos”
(Malik, 2008; Knutsen, 2011; Mullard, 2011).

A fim de diminuir o tempo entre as etapas e facilitar o processo de
desenvolvimento de farmacos, novas estratégias tém sido empregadas.
Dependendo do que se conhece de uma doenca, do composto e da biologia do
patégeno, pode-se aplicar uma triagem fenotipica ou uma triagem baseada em alvo.
Ferramentas computacionais estao intrinsecamente ligadas nos processos uma vez
gue sua aplicacdo em triagens virtuais se faz cada vez mais presente e necessaria.
O reposicionamento de farmacos e a sintese de moléculas, modificadas ou néo,
baseadas em produtos naturais, tem sido estratégias amplamente utilizadas (Manly
et al. 2008; Swinney & Anthony, 2011; Neves et al. 2018).

Produtos naturais por sua vez sdo grandes aliados da quimica medicinal. Séo
encontrados em toda a natureza passando por oceanos e florestas, até
microrganismos que os produzem. O uso de folhas e ervas na tentativa de uma
melhora ou cura de doencas se entrelaca pela histéria do desenvolvimento das
civilizacbes, sendo a medicina Egipcia, a Greco-Romana e a Chinesa as mais
tradicionalmente reconhecidas (Viegas et al. 2006). Ao exemplo daqueles que ainda
sdo encontrados no Brasil, povos indigenas também sdo conhecidos por seu
extenso saber em plantas medicinais, além de dominarem técnicas de coloracéo e
esséncias repelentes (Li & Weng, 2017).

O sucesso das plantas na quimica medicinal se da por substancias que
garantem sua sobrevivéncia no ambiente. Por serem imodveis e diariamente
enfrentarem ataques de animais e desbalancos ambientais, as plantas
desenvolveram mecanismos de producdo de substancias que promovem sua
manutencdo no ambiente, como coloracdes e fragrancias, que atraem animais
polinizadores, e a0 mesmo tempo podem ser toxicas para sua protecédo (Thomford et
al 2018). Essas substancias sdo moléculas bioativas provenientes do chamado
metabolismo secundario e séo classificados de acordo com sua via metabdlica em
chalconas, lignanas, alcaloides, flavonoides, cumarinas, quinonas, terpenoides e
outros, e sdo amplamente estudadas na quimica medicinal moderna (Salem &
Werbovetz, 2006; Nunes et al. 2020).

Ao longo da evolugdo, com o avancgo de técnicas quimicas, o estudo sobre
plantas e seus metabdlitos evoluiu. Em 1804, Sertlrner isolou, a partir da papoula, a
morfina, um opidide analgésico amplamente utilizado na medicina. Em 1929 Fleming

identificou as propriedades antibacterianas da penicilina, abrindo espacgo para os
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produtos naturais também no campo dos antibiéticos (Yuan et al. 2016; Beutler,
2020). Assim, 0 avanco tecnoldgico permitiu que os produtos naturais se tornassem
uma base para o0s processos de desenvolvimento/descobrimento de farmacos.
Segundo estudos publicados, entre 1981-2014, ao menos um terco das drogas
aprovadas pelo FDA para uso terapéutico sdo produtos naturais, derivados de
produtos naturais ou compostos sintéticos que possuem ou mimetizam farmacéforos
naturais (Newman, 2003; 2010; 2016; Thomford et al. 2018). A rosuvastatina € um
exemplo de droga sintética que mimetiza o farmacéforo da mevastatina, extraida do
fungo Penicillium citrinum (Rodrigues et al. 2016). Atualmente, a lista de produtos
naturais licenciados € extensa e inclui farmacos aprovados para as mais diversas
doencas como hipertensao, diabetes, malaria, cancer e outras (Patrige et al, 2016).

No campo das doencas causadas por protozoarios, onde se inclui a
Leishmaniose, segundo Schmidit et al. (2012), mais de 900 metabdlitos secundarios
possuem atividade antiprotozodria descrita. Porém, apenas uma pequena
porcentagem desses compostos ultrapassa a primeira fase do processo de
desenvolvimento de farmacos uma vez que a dificuldade de isolamento de
moléculas bioativas e a complexidade das estruturas naturais que dificultam sua
sintese, tornam o processo de desenvolvimento de produtos naturais ainda mais
lento (Schmidt et al. 2012 a e b; Thomford et al. 2018; Beutler, 2020).

1.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grande complexo de metabdlitos secundarios
consumidos em grande escala pelo homem uma vez que estdo presentes em frutas,
vegetais, especiarias, chas, café e vinho. Estruturalmente, flavonoides possuem sua
denominacgdo por apresentarem 2 anéis aromaticos ligados a um nucleo flavana,
apresentando assim uma estrutura C6-C3-C6 (Figura 1.19). Dependendo das
substituicdes feitas em seus anéis, sdo subdivididos em flavanas, flavanonas,
flavonas, isoflavonas, isoflavanas, isoflavanonas, flavanois, isoflavanois,
neoflavonoides, dihidroflavonol, flavan-3-ol, flavan-4-ol, rotenoides e pterocarpanos
(Hoensech & Oertel, 2012; Kumar et al. 2013; Gervazoni et al, 2020).

Os efeitos causados pelos flavonoides nos organismos vivos vao desde a
coloracéo atrativa de flores e frutos e protegcéo das plantas contra herbivoria, ataque
de fungos e bactérias, ao forte potencial antioxidante estudado na dieta humana e
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seu poder anti-inflamatério, auxiliando no controle da diabetes, doencas
cardiovasculares, canceres e diversas outras doencas (Panche et al. 2016; Tauchen
et al. 2020). A atividade antileishmania de diversos flavonoides vem sendo descrita.
A quercetina, apigenina, epigallocatequina 3-O-galatto, Flavokavaina B sdo alguns
exemplos de flavonoides com efeitos leishmanicida promissores (Gervazoni et al.
2020).

Figura 1.19 Estrutura basica dos flavondides e seus subgrupos. A- Esqueleto
flavonoide destacando os anéis arométicos A e B e o nucleo flavan no meio; B a E -
Exemplos de compostos dos subgrupos: B- Flavanonol (Taxifolina); C- Flavanol
(Quercetina); D- Flavanona (Narigenina); E- Flavona (Apigenina);

1.3.1.1 2’-hidroxiflavanona

Pertencente a classe flavanona, a 2HF é encontrada em sua maioria em
cascas e sementes de frutas citricas, além de folhas, caules e raizes de diversas
plantas (Figura 1.20). Um amplo estudo da 2HF vem sendo conduzido na area
oncoldgica na qual a flavanona se mostrou promissora no tratamento de diferentes
tipos de cancer como o de mama, prostata, pancreas, rim, pulmao, célon, pele e
0ssos, demonstrando variados mecanismos de acdo como a inducdo de apoptose
ou supressédo da sinalizacédo de vias inflamatérias como a JAK/STAT, sendo capaz
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de impedir a proliferacdo e vascularizagcdo de tumores e até a diferenciacado de
mutantes tumorais (Nagaprashanta et al. 2011; 2018; 2019; Hsiao et al. 2007; Shin
et al. 2012; Singhal et al. 2015; Bose et al. 2019; Yue et al. 2020).

Em relacdo a leishmaniose, dados prévios demonstram o efeito in vitro e in
vivo da 2HF em L. amazonensis, sendo a 2HF capaz de diminuir o tamanho da lesé&o
e a carga parasitaria quando comparado ao controle e ao farmaco de referéncia em
modelo murino de leishmaniose cutanea, ndo demonstrando sinais bioquimicos e

hematoldgicos de toxicidade.

HO

0]

Figura 1.20 Estrutura quimica da 2'-hidroxiflavanona

1.4 Justificativa

Considerando o cenério epidemiologico no Brasil, pais que concentra um alto
indice de LV e LC dentro da América Latina, € no mundo, com paises como a india
gue sofre com sérios problemas de resisténcia e falha terapéutica, as Leishmanioses
constituem um grande problema de saude publica, problema esse enfatizado pela
economia dos paises afetados, pela falta de vacinas licenciadas e por todos os
problemas inerentes a quimioterapia atual abordados nos tOpicos acima. Neste

cenario, é importante a busca por alternativas a quimioterapia atual. Para

desenvolver um novo farmaco, sdo necesséarias diversas etapas desde o0 seu
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descobrimento até o estudo clinico, passando por etapas importantes como a etapa
pré-clinica de toxicidade e a etapa de farmacocinética.

Flavonoides vem sendo estudados nas ultimas décadas, demonstrando um
potencial leishmanicida muito favoravel, agregado ao fato de serem produtos
naturais que visam diminuir o custo, a toxicidade e os efeitos colaterais. A 2HF é
uma flavanona, classe dos flavonoides que tem apresentado bons resultados no
combate a tumores. Em Leishmania, no trabalho publicado por Gervazoni et al.
(2018), demonstrou-se os efeitos in vitro e in vivo da 2HF em modelo murino de
leishmaniose cutanea experimental. Visto que a resisténcia é um problema a ser
solucionado na quimioterapia da Leishmaniose, este trabalho visa demonstrar os
efeitos da 2HF em modelo murino de leishmaniose cuténea resistente além de dar

inicio as etapas pré-clinica e farmacocinética do composto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Demonstrar o efeito in vitro e in vivo da 2HF em L. amazonensis resistente ao
Sb+3, bem como desenvolver e validar um método analitico para doseamento da
2HF e avaliar o perfil farmacocinético e toxicolégico da 2HF por via oral em

camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito in vitro da 2HF em macro6fagos peritoneais murinos infectados
com L. amazonensis sensiveis e resistente ao Sh+3 em comparag¢do ao antimoniato

de meglumina;

Demonstrar o efeito in vivo da 2HF em camundongos infectados por L.
amazonensis sensiveis e resistentes ao Sb+3 em comparacdo ao antimoniato de
meglumina;

Demonstrar a manutencdo da resisténcia em promastigotas de L.
amazonensis resistentes ao Sb+3 diferenciadas in vitro a partir de amastigotas

recuperadas de leséo;

Avaliar a toxicicidade aguda e subaguda da 2HF por via oral em modelo de

roedor (murino), determinando os parametros clinicos, hematol6gicos e bioquimicos;

Estabelecer o perfil farmacocinético da 2HF em modelo murino;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmacos e reagentes

A 2’-hidroxiflavanona (= 98% de pureza, lote SLBT8413), Narigenina (295%
de pureza, lote BCBB6396), meios de cultura Schneider e RPMI-1640, tartarato de
antiménio e potassio hidratado (Sb+3) e Dimetilsulfoxido (DMSO) foram obtidas
comercialmente da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Soro fetal bovino foi obtido
da Cultilab (Campinas, Brasil). A acetonitrila e methanol foram obtidos
comercialmente da Tedia (Fairfied, EUA). O acido férmico PA foi obtido
comercialmente da J.T.Baker (New Jersey, EUA). O terc-butilmetiléter (TBME) foi
obtido da Scharlab (Bacelona, Espanha). O antimoniato de meglumina (Glucantime,
Sanofi-Aventis, Sao Paulo, Brasil), utilizado como farmaco de referéncia no
experimento in vivo, foi gentilmente cedido pela Farméacia do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI/FIOCRUZ).

3.2 Parasitos

As promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa MHOM/BR/77/LTB0016,
foram cultivadas em meio Schneider pH7.2, suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino, 100 pg/mL de estreptomicina, e 100 U/mL de penicilina (Sigma Aldrich).
Passagens foram feitas a cada 3 ou 4 dias para manutencao dos parasitos e estes
foram armazenados em estufa de 26°C BOD (Biochemical Oxygen Demand).
Promastigotas de L. amazonensis resistentes ao tartarato de antiménio e potassio

foram obtidas de acordo com Liarte et al. (2011).

3.3 Animais

Camundongos de linhagem BALB/c (fémeas, 8 a 10 semanas de idade, 20Q)
e Swiss Webster (machos e fémeas, 5 a 6 semanas de idade, 25g), mantidos sob
controle de temperatura (23 + 2 °C) e em ciclo claro/escuro seguindo regras do
setor, durante 7 dias para ambientacdo, com livre acesso a agua e alimento, foram
fornecidos pelo Instituto Ciéncias e Tecnologia em Biomodelos, ICTB/FIOCRUZ).

Todos os experimentos utilizando animais foram realizados no biotério do pavilhdo
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Lebdnidas Deane, campus Manguinhos/IOC/Fiocruz e seguiram as recomendacodes
do Guia de cuidado e uso de animais de laboratério do Conselho Brasileiro de
Experimentacao animal (COBEA), aprovados pelo comité de ética no uso de animais
do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC, numero da licenca: L-11/2017).

3.4 Efeito da 2HF em leishmania sensivel e resistente ao antimonio

3.4.1 Atividade in vitro

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram obtidos via lavagem
peritoneal em meio RPMI-1640 gelado, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). A concentracdo de macréfagos foi ajustada para 2x106 e a solucao foi
depositada em camaras LAB-TEKS (Nunc, Nova lorque, EUA), 400uL por poco.
Apds uma hora de aderéncia em estufa a 37°C e 5% de CO2 o meio foi trocado por
uma solucdo contendo promastigotas de L. amazonensis, sensiveis e resistentes ao
Sb+3, ajustadas a uma proporcao infectiva de 5:1 (cinco promastigotas para um
macrofago). O tempo de infecgdo inicial utilizado foi de 3 horas, sendo
posteriormente realizada uma lavagem com meio RPMI-1640 em temperatura
ambiente para retirada de promastigotas e macréfagos ndo aderentes. Apds mais 18
horas de infec¢cdo, macrofagos infectados foram incubados com diferentes
concentragdes de 2HF (0 uM — 48 pM) e antimoniato de meglumina (0 uM - 200 pM)
por 72 horas. Nos pocos controle, foi adicionado o veiculo da 2HF, DMSO (0,2%
v/v). As laminas foram coradas com panatico rapido Instant Prov (NewProv, Curitiba,
Brasil). A porcentagem de macréfagos infectados foi determinada por contagem
direta em microscopio oOptico, estabelecendo um minimo de 200 macréfagos/poco
contados. O resultado foi expresso por indice de infeccdo (%omacrofagos infectados

X nimero de amastigotas / niamero total de macréfagos).

3.4.2 Citotoxicidade da 2HF em macrofagos murinos

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram obtidos via lavagem
peritoneal em meio RPMI-1640 gelado, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). A concentracdo de macrofagos foi ajustada para 2x106 células/ml e a
solucéo foi depositada em camaras LAB-TEK (Nunc, Nova lorque, EUA), 400uL por
poco. Apés uma hora de aderéncia em estufa a 37°C em uma atmosfera de 5% de
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CO2 o meio foi trocado por uma solucéo contendo diferentes concentracdes de 2HF
(0 a 96uM). ApoOs 72 horas, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
conversdo da resazurina forma néo fluorescente, solavel e de cor azulada, que a
medida que vai sendo reduzida pela atividade mitocondrial da célula, vai sendo
transformada em em resorufina, molécula fluorescente de cor rosa. A viabilidade foi
obtida através da mensuracdo da fluorescéncia de resorufina formada. A
fluorescéncia foi mensurada pelo aparelho SpectraMax M2—Molecular Devices,
Silicon Valley, USA, usando os comprimentos de onda de 560nm para emissao e

590 para excitacao.

3.4.3 Atividade in vivo

Para avaliar o efeito in vivo da 2HF em células sensiveis e resistentes,
camundongos BALB/c, 5 por grupo, foram infectados, na orelha direita, com
promastigotas de L. amazonensis resistentes ao Sb+3 (4x106 células em 10 pL). O
tratamento foi iniciado apos 7 dias de infeccdo com 50mg/kg/dia de 2HF, via ora. L.
A 2HF foi solubilizada em DMSO (veiculo, 0,2% v/v) e solucdo de suspensao
OraPlus. O tratamento oral foi realizado via gavagem (sonda orogastrica), com 100
puL de solucdo. O grupo controle recebeu somente o veiculo DMSO solubilizado em
Oraplus. Como controle positivo, o antimoniato de meglumina (antimonial
pentavalente) foi utilizado via intraperitoneal, 100mg/kg/dia solubilizado em PBS. O
tamanho da leséo foi mensurado por paquimetro, duas vezes por semana. Apos 35
dias pos infeccdo, os camundongos foram eutanasiados em camara de CO2, apos

anestesia com cetamina (200pg/kg) e xilazina (16ug/kg).

3.4.3.1 Avaliacao da carga parasitaria

Apoés a eutanasia, a orelha infectada foi coletada, pesada e macerada em
meio Schneider completo com 10% de SFB. A suspensao resultante foi ajustada
para concentracdo de 10mg de tecido/mL (calculado a partir do peso da orelha
infectada por volume de suspensao) e plagueada para analise de diluicdo limitante
(LDA), diluida em série em base 2, 200uL/poco. A carga parasitéria foi estimada a
partir da maior diluicdo onde foi observado o crescimento de promastigotas apés 7
dias de incubacéo a 26°C em estufa BOD.
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3.4.3.2 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Antes da eutandsia os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal
com 100pL de solucdo contendo cetamina (200ug/kg) e xilazina (16pg/kg). O sangue
foi coletado via puncéo cardiaca e dividido em tubos contendo EDTA para anélises
hematoldgicas ou centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos para separa¢do do soro
para analises bioguimicas. Todas as analises hematolégicas e bioquimicas foram
realizadas pela Plataforma de Analises Clinicas de Animais de Laboratorio da
Fiocruz (PDTIS/ICTB).

3.4.3.3 Confirmacgéo daresisténcia

Apoés os 7 dias de analise da LDA, promastigotas recuperadas de cada grupo
(veiculo, tratadas com 2HF e tratadas com antimoniato de meglumina) foram
cultivadas em meio Schneider suplementado com 10% de SFB. As promastigotas
foram incubadas com Sb+3 (0,3uM - 5000uM) por 72 horas em placa de 96 pogos. A
viabilidade celular foi avaliada utilizando a resazurina e mensurada via fluorimetria,
utilizando os comprimentos de onda de 560nm para emissdo e 590nm para
excitacdo. Promastigotas de L. amazonensis sensiveis foram utilizadas como

controle comparativo.

3.5 Avaliacdo datoxicidade de 2HF em modelo roedor

Os ensaios de toxicidade foram adaptados das diretrizes n° 425 (aguda) e n°
407 (subaguda), da Organizacéo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico
(OECD 2008).

3.5.1 Toxicidade aguda (método up and down)

Camundongos Swiss Webster fémeas e machos (separadamente), foram
divididos em dois grupos, 6 animais cada. O consumo de agua e ragcdo e 0 peso
corporal foi avaliado diariamente desde o primeiro dia de aclimatacdo até a
eutanasia. Apés 7 dias, iniciou-se o tratamento com 175mg/kg, dose Unica, de 2HF

solubilizada em DMSO (veiculo 10% v/v) e agua filtrada (180uL), via oral. Apés um
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intervalo de 24 horas, ndo ocorrendo 6bito, os camundongos receberam uma dose
de 550 mg/kg de 2HF, seguindo a etapa up do método descrito pela OECD, com um
aumento de dose em progressao de valor 3,14 (11 — Pi). Seguindo outro intervalo de
24 horas sem oObitos, foi administrada a terceira dose de 2HF de 1750mg/kg. O
grupo controle seguiu o protocolo do tratado recebendo somente o veiculo (DMSO)

e agua. Os grupos foram observados por 14 dias contados a partir da primeira dose.

3.5.2 Toxicidade subaguda

Camundongos Swiss Webster fémeas e machos (separadamente), foram
divididos em grupos, 6 animais cada. O consumo de agua e ragdo e o peso corporal
foi avaliado diariamente desde o primeiro dia de aclimatacdo até a eutanasia. Apés 7
dias, iniciou-se o tratamento diario com diferentes doses de 2HF, usando o fator 10
para progressdo da dosagem. As doses de 2HF escolhidas consistiram em 5
mg/kg/dia, 50 mg/kg/dia e 500 mg/kg/dia, via oral, solubilizadas em DMSO (10% v/v)
e agua filtrada (180 pL). A duracao do tratamento foi de 28 dias.

3.5.3 Parametros clinicos

Os camundongos de ambos 0s experimentos, toxicidade aguda e subaguda,
foram observados diariamente, durante 21 dias e 35 dias, respectivamente,
respeitando um horario padrdo coincidente com a administracdo do composto para
observacéo de possiveis efeitos colaterais. Os parametros clinicos analisados foram:
prostracdo ou agressividade, respiracdo anormal, pele, pelos, olhos e mucosas,

coloracdo da urina e consisténcia das fezes. A mortalidade também foi avaliada.

3.5.4 Parametros bioquimicos

Ao final de cada experimento, antes da eutanasia, os camundongos foram
anestesiados via intraperitoneal com 100uL de solucdo contendo cetamina
(200pg/kg) e xilazina (16pg/kg). O sangue foi coletado via pungéo cardiaca e dividido
em tubos contendo EDTA para analises hematolégicas ou centrifugados a 3000 rpm

por 15 minutos para separacdo do soro para andlises bioquimicas. Todas as
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analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas pela Plataforma de Analises
Clinicas de Animais de Laboratério da Fiocruz (PDTIS/ICTB).

3.5.5 Analises histoldgicas

3.5.5.1 Fixacao e processamento

Apéds a eutandsia em cada experimento, érgaos selecionados — figado, baco,
coragao, pulmao, rins e estbmago - foram coletados, pesados e fixados por um
minimo de 7 dias em formalina de Millonig modificado por Carson (Carson et al.
1973). A seguir, o material foi clivado, processado com banhos em concentracfes
crescentes de alcool etilico (70%, 90% e 100%), etapa de desidratacdo, e trés
banhos de xilol, etapa de diafanizacdo. Por ultimo, os 6rgdos foram banhados e
incluidos em parafina para obtencdo de cortes de 5uM de espessura em laminas

albuminizadas.

3.5.5.2 Coloracao

A técnica de hematoxilina-eosina foi escolhida para observacdo de um
aspecto morfolégico geral de cada tecido. Os cortes foram desparafinizados com
trés banhos de xilol, seguindo para hidratacdo por concentracbes decrescentes de
alcool etilico (100%, 90%, 70%). Apods lavagem com agua destilada foi feita a
coloracdo por hematoxilina de Mayer por 20 minutos. A seguir, os cortes foram
banhados em &lcool etilico a 70% e corados com eosina-floxina por 30 segundos.
Os cortes foram lavados com alcool 90% e desidratados em alcool 100%, e
clarificados com xilol. Uma vez corados, os cortes foram montados em laminula

utilizando Goma de Damar.

3.5.5.3 Anélise dos cortes

Os cortes histologicos foram analisados em microscopio AxioObsever Z1
(Zeiss, Alemanha), equipado com lentes objetivas: Plan-NEOFLUAR 10X/0,3;
ACROPLAN 20X/0,45; Plan-NEOFLUAR 40X/1,3 oil DIC; ACHROPLAN 40X/0,65;
Plan-APOCHROMAT 63X/1,4 oil (Zeiss). As fotomicrografias foram obtidas com

camera digital AxioCam mRc5 ou HRC (Carl Zeiss Vision, Alemanha), em
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colaboracdo com a Dra. Jacline de Paula Ayres da Silva do Laboratorio de Patologia,
I0C, Fiocruz.

3.6 Desenvolvimento e validacdo do método de deteccdo da 2HF por LC-
MS/MS

3.6.1 Desnvolvimento do método bioanalitico

A faixa de concentracdo estabelecida para o método foi de 1,00 até 250,00
ng/mL. O analito, 2’0OH-flavanona (2HF) e o padréo interno (PI) naringenina (NRG)
foram extraidos do sangue de camundongo por extragao liquido-liquido empregando
como solugdo de extracdo terc-butil-metil-éter (TBME) 100%. ApOs a extracdo e
centrifugacdo uma aliquota de 1,00 mL da fase organica foi transferida para um
microtubo de polipropileno limpo. Apés esta etapa, a amostra foi evaporada sob um
fluxo de N2 gasoso e a amostra foi reconstituida em seguida com 0,300mL de
solucéo de diluicdo composta por B: acetonitrila: metanol (80:20 - v/v) e A: solugéo
aquosa contendo acido formico 0,1% com composicéo final de 80 B:20 A — (v/v), sob
agitacdo vigorosa. Uma aliquota de 0,300 mL foi transferida para um frasco (vial
contendo insert) e analisada por cromatografia liquida, em uma coluna Zorbax
Eclipse C18 5um x 150 mm x 4,6 mm i.d., com deteccdo por espectrometria de
massas em modo sequencial com ionizagao por electrospray negativo (ESI-) usando

o modo de Monitoramento de Reacdes Multiplas (MRM).
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Tabela 3.1 Condi¢gdes cromatograficas

Parametros Descricéo

Coluna analitica Zorbax Eclipse C 18 5um x 150 mm x 4.6 mm id

Fase movel A: 35% / B: 65%
Fluxo 0,800 mL/min

Presséo do sistema 96 bar
Temperatura do forno de coluna 40°C
Temperatura do autosampler 10°C
Volume de injecéo 20pL

Tempo de corrida 5,50 min

Temperatura do laboratério 22+2°C

Umidade relativa do ar 45+2°C

Tempos de retencéo

Tempo total de corrida

2HF: 3,74 min/ PI: 2,23 min
5,50 min

Tabela 3.2 Condi¢bes do espectrémetro de massas
Parametro

Descricao
Modo de ionizacgado ESI Negativo
Voltagem do ionspray - 4500 V
Temperatura da fonte 500 °C
Cad gas 6 (CAD)
Curtain gas 15 (CUR)
lon source 1 45 (GS1)
lon source 2 45 (GS2)

Tabela 3.3 Parametros individuais dos ions (MRM)
Parametros 2HF

Pl

lon precursor (m/z)  239.094 m/z  270.980 m/z
lon produto (m/z) 119.000 m/z ~ 151.000 m/z

Tempo (msec) 250 msec 250 msec
DP (V) -70V -75V
CE (V) -23V -26V
EP (V) 10V 10V

CXP (V) -1V -9V
EM (V) 2400 V 2400 V
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3.6.2 Validacao do método

3.6.2.1 Teste de seletividade

Neste ensaio foram utilizadas as condi¢cdes cromatogréaficas descritas acima.
Foram analisadas amostras da matriz biologica, isentas de padrdo interno e do
analito, obtidas de 6 (seis) fontes distintas. Foram comparadas as respostas de
picos interferentes préximas ao tempo de retencdo do analito que se apresentaram
inferiores a 20% (vinte por cento) em relacdo as amostras processadas do LIQ
(limite inferior de quantificacdo). As respostas de picos interferentes proximas ao
tempo de retencdo do Pl apresentaram-se inferiores a 5% (cinco por cento) da
resposta do PI.

3.6.2.2 Teste de efeito residual

Foram realizadas, 3 (trés) injecbes da mesma amostra branco, sendo uma
antes e duas logo apés a injecdo de uma ou mais amostras processadas do LSQ.

Os resultados foram comparados com as amostras ja processadas.

3.6.2.3 Teste de linearidade — curva de calibragédo

A faixa de linearidade contemplando o limite inferior de quantificagéo (LIQ) e 0
maior nivel de concentracdo da curva de calibracdo (LSQ) foi definida no
desenvolvimento do método bioanalitico. O modelo de regressao linear utilizado foi o
heterocedastico, demonstrando o aumento do desvio padrdo em funcédo do aumento
da concentracdo plasmaética calculada. Utilizou-se para este teste a razdo das areas
do analito e do padrao interno referentes a primeira curva de calibracdo da validagéo
bioanalitica. A escolha do fator de ponderacdo mais adequado foi realizada de
acordo com o método que apresentou o menor valor da soma dos erros relativos dos
valores nominais dos padrdes de calibracdo versus seus valores obtidos pela
equacgao da curva (% ER). As amostras da curva de calibragdo foram, inicialmente,
adicionadas do padrdo do analito e do padrdao interno e depois submetidas ao

mesmo procedimento de preparacdo. O Método ponderado escolhido foi 1/x2.
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3.6.2.4 Teste de efeito matriz

Para este estudo, em especifico, a matriz biologica utilizada foi o sangue de
camundongo, 0 que considerou em suas analises 6 (seis) amostras de fontes
distintas, sendo quatro normais e duas lipémicas. Para cada amostra foi obtido o
fator matriz normalizado por Pl (FMN). Foram analisadas as respostas em éarea
obtidas das amostras de branco de matriz bioldégica submetidas ao processo de
extracdo e adicionadas, posteriormente, de analito e de padrdo interno para
verificacdo do efeito de matriz biolégica assim como amostras isentas de matriz
biolégica (amostras 100% em solucao). O fator matriz normalizado foi calculado a
partir da formula: FMN = resposta do analito em matriz / resposta do Pl em matriz

resposta do analito em solugéo / resposta do Pl em solucéo

3.6.2.5 Teste de precisao e exatidao

Os testes de precisdo e exatiddo incluiram testes de diluicdo das amostras
em matriz biolégica para a possivel validacdo da quantificacdo de amostras com
valores de concentragdo acima do maior nivel da curva de calibragdo (LSQ). A
diluicdo das amostras prosseguiu empregando 90% da matriz bioldégica sangue de
camundongo, isento de analito e padrdo interno, e 10% da matriz biolégica sangue
de camundongo adicionada do analito a ser diluido. Apds a mistura dos volumes
especificados, realizou-se a agitacdo para a homogeneiza¢ao da mistura e posterior
aliguotagem do volume de trabalho. Ao final da aliquotagem adicionou-se padréo

interno, seguido do processo de extracdo das amostras.

3.6.2.6 Teste de estabilidade em matriz biolégica

Os estudos de estabilidade foram iniciados e concluidos antes do inicio da
analise das amostras em estudo. A estabilidade em matriz biol6gica foi avaliada
atraves dos testes de ciclos de congelamento e descongelamento. Todos os ensaios
foram realizados com oito réplicas para cada nivel de concentracdo das amostras.

Para a realizacdo dos testes de estabilidade foi realizado o teste de quantificacéo

50



inicial (TQI), de acordo com o artigo 34 da Resolugcdo-RDC n° 27/2012. Neste teste
foram analisadas amostras de CQB (baixa) e CQA (alta), e a concentracdo foi
determinada por meio de uma curva de calibragdo recém-preparada. O namero de
réplicas a serem analisadas em cada controle foi 0 mesmo empregado nos testes de

estabilidade.

3.7 Determinacao do Perfil farmacocinético da 2HF

3.7.1 Protocolo de dosagem

Camundongos BALB/c, 5 por grupo, em condicbes descritas no item 3.3,
receberam 10mg/kg de 2HF, dose Unica, solubilizada em DMSO (2%) e suspensa

em Oraplus. A administrag&o foi feita por via oral utilizando agulha de gavagem.

3.7.2 Coleta de amostras

Para andlises farmacocinéticas, foi utilizado o sangue total, coletado via plexo
orbital. Para anestesia, foi utilizado o cloridrato de tetracaina, sendo administrada
uma gota no orbital escolhido, 5 minutos antes da coleta. A coleta foi realizada com
pipetas pasteur heparinizadas, previamente autoclavadas, e o sangue foi transferido
para microtubos de 1,5 mL também heparinizados. Os tempos de coleta
determinados foram: 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 30, 45, 60,90, 120 e 240 minutos pos

administracdo do composto.

3.7.3 Obtencéo e calculo dos parametros farmacocinéticos

Para obter os parametros farmacocinéticos, foi estabelecido um método de
quantificacdo da 2HF em sangue total de camundongos BALB/c por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS)
com ionizacdo por eletronebulizacdo negativa (ESI-) pelo modo de monitoramento
de reacdes multiplas (MRM). A Narigenina foi utilizada como padréo interno do
experimento. A cromatografia liquida foi realizada em modo isocratico e sua fase
movel consistiu em uma mistura de metanol:acetonitrila (80:20) e uma solugéo

aquosa contendo 0,1% de acido férmico (65:35, v/v). A 2’-hidroxiflavanona e o
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padrao interno (Narigenina) foram extraidos do sangue de camundongo por extracao
liquido-liquido (ELL), utilizando o TBME. As analises foram realizadas no SEFAR
(Servico de Equivaléncia e Farmacinética /Fiocruz) sob supervisdo do Dr. Douglas
Pereira Pinto. Os parametros farmacocinéticos foram obtidos por modelagem
matematica compartimenta no programa Phoenix WinNonlin® 8.1 (CERTARA) a

partir dos valores gerados pelas analises de LC-MS/MS.

3.8 Calculos e analises estatitsticas

Todos os experimentos foram realizados sob um n minimo de 3, com
triplicatas independentes quando aplicavel. Todos os calculos de ICso foram
realizados por regressao logaritmica utilizando o programa GraphPad Prisma 6
(GraphPad Software, California, EUA). O teste t de Student e analises de variancia
ANOVA foram realizadas utilizando o programa destacado acima. Significancia foi

considerada a partir de p<0,05. Resultados sao expressos por média e erro padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da 2HF em leishmania sensivel e resistente ao antimoénio

4.1.1 Atividade in vitro

Seguindo os resultados prévios promissores da 2HF em promastigotas de L.
amazonensis resistentes ao Sb*3, o passo seguinte seria analisar o efeito do
composto sob a forma intracelular de L. amazonensis, a forma amastigota. Sendo
assim, macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis sensiveis e resistentes e incubados com 2HF. A
fim de demonstrar que a resisténcia nao foi perdida durante o processo de
transformacdo em amastigotas dentro do macrofago, o efeito do antimoniato de
meglumina também foi avaliado. O antimoniato de meglumina foi capaz de inibir o
indice de infeccdo tanto em células sensiveis quanto resistentes de maneira dose
dependente (Figuras 4.1A e 4.1B), demonstrando um ICso de 9,3uM, para sensiveis,
e ICso de 35,73uM, para resistentes. Observa-se uma diferenca entre os valores de
ICso destacando uma resisténcia alcancada aproximadamente de 4 vezes. A 2HF
também foi capaz de inibir ambos os indices de infeccdo, de maneira concentracéo
dependente (Figuras 4.1C e 4.1D), demonstrando valores de ICso de 3,09uM para as
células sensiveis e 3,36uM para as células resistentes. 2HF alcancou porcentagens
de inibicdo de 99,7% (sensiveis) e 99,6% (resistentes) em sua maior concentracao

utilizada (48uM). Os valores comparativos estdo expostos na Tabela 4.1.
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Figura 4.1 Efeitos da 2HF e antimoniato de meglumina sobre macréfagos infectados por L.
amazonensis sensivel e resistente. Macrdofagos peritoneais murinos foram infectados com
promastigotas sensiveis ou resitentes de L. amazonensis a 37°C e 5%de CO2. Apés 3 horas de
infeccdo, as promastigotas remanescentes foram removidas em lavagem com meio RPMI a
temperatura ambiente. Apés 18 horas, os macrofagos infectados foram incubados na presencga ou
auséncia de concentragbes crescentes de 2HF (3 a 48uM) ou antimoniato de meglumina (3,125 a
200uM) em duplicata, por 72 horas. O indice de infec¢é@o foi determinado por contagem direta em
microscépio 6tico. Pelo menos 200 macrofagos foram contados em cada campo. Os controles foram
incubados com os respectivos veiculos (0,2% DMSO - 2HF e PBS — antimoniato de meglumina). A e
B: Infec¢@o por promastigotas sensiveis e resistentes, respectivamente, tratadas com antimoniato
de meglumina. C e D: Infec¢@o por promastigotas sensiveis e resistentes, respetivamente, tratadas
com 2HF. Os valores nos graficos representam a media = erro padrdo de trés experimentos
independentes. O ICsp foi calculado por regresséo néo linear utilizando o software GraphPad Prism
6.0. *indica diferenca significativa relativa ao controle (p < 0,05).

Tabela 4.1 Comparativo de ICsp obtidos por 2HF e antimoniato de meglumina em macréfagos
infectados por L. amazonensis sensivel e resistente ao antiménio

Antimoniato de meglumina 2HF
S R S R
Valor do I1Cs 9,37 UM 39,38 uM 3,09 uM 3,36 uM

S: sensivel; R: resistente
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O efeito da 2HF também pode ser observado na Figura 4.2 em
fotomicrografias representativas das laminas de macréfagos infectados com L.
amazonensis sensiveis (4.2A) ou resistentes (4.2B), que demonstram as mudancas
morfolégicas dos macrofagos e evidenciam a reducdo do indice de infeccao

provocada pela 2HF.
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Figura 4.2 Fotomicrografias ilustrativas do efeito de 2HF em macrd6fagos infectados por L.
amazonensis sensivel e resistente. Macréfagos peritoneais murinos infectados por promastigotas
sensiveis (Painel A) e promastigotas resistentes ao antimoniato de meglumina (Painel B), tratadas com

diferentes concentra¢des de 2HF. Escalas correspondem a 10um. Setas pretas indicam a presenca de
amastigotas.

Para determinar a citotoxicidade da 2HF, macréfagos peritoneais de BALB/c
foram plagueados e incubados com diferentes concentracdes do composto (0 a 96
MM) por 72 horas. Como demonstrado na figura 4.3 2HF foi capaz de inibir
viabilidade celular somente na sua maior concentracdo utilizada (96 puM). O valor de
CCso obtido foi de 88,15 uM, e o indice de seletividade (IS) foi calculado tanto para
células sensiveis (IS = 28,5) quanto para resistentes (IS = 26,2), demonstrando a
seletividade e seguranca das concentracdes utilizadas.
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Figura 4.3 Citotoxicidade da 2HF em macréfagos peritoneais murinos. Macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c foram incubados na auséncia ou na presenca de 2HF (3
a 96uM) por 72 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducdo de resazurina
em resorufina. A leitura foi realizada por espectrofluorimetro (SpectraMax M2—Molecular
Devices, Silicon Valley, USA). Excitacdo/emissdo: 560/590 nm. Os valores representam a
média = erro padrao de trés experimentos independentes. O ICso foi calculado por regressao
néo linear utilizando o software GraphPad Prism 6.0. * indica diferenca significativa relativa ao
controle (p < 0,05).

4.1.2 Atividade in vivo

Para avaliar o efeito da 2HF in vivo, em modelo murino de leishmaniose
cutanea utilizando parasitos resistente ao antiménio, camundongos BALB/c foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis resistentes ao Sb*3 e 7 dias ap6s a
infeccdo, os camundongos foram tratados com 2HF (50mg/kg/dia) por via oral ou
antimoniato de meglumina (100mg/kg/dia) por via intraperitoneal. Na figura 4.4,
painel A, observa-se que a 2HF foi capaz de diminuir o tamanho da lesao
significativamente a partir do dia 25 comparado ao controle tratado com veiculo do
composto (DMSO) enquanto o antimoniato de meglumina ndo demonstrou nenhum
efeito significativo no tamanho da leséo (figura 4.4, painel B). Na avaliacdo da carga
parasitaria, a 2HF demonstrou uma reducgéo de 99% em comparacao ao controle e
ao antimoniato de meglumina, que n&do demonstrou redugdo estatisticamente

significativa (Figura 4.4C).
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Figura 4.4 Efeito in vivo de 2HF e antimoniato de meglumina em camundongos infectados por L.
amazonensis resistente ao antiménio. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha direita por
promastigotas de L. amazonensis resistentes ao antiménio. A: Progressdo do tamanho da lesdo do
tratamento por via oral com 50 mg/kg/dia de 2HF. B: Progressédo do tamanho da lesdo do tratamento por
via intraperitoneal com 100 mg/kg/dia de antimoniato de meglumina. O grupo controle recebeu suspensao
oral com DMSO (0,2% v/v — veiculo da 2HF). O tratamento foi iniciado ap6s 7 dias de infecgdo e foi
adminsitrado uma vez ao dia, 7 dias por semana até o fim do experimento (42° dia). C: Carga parasitaria
determinada por ensaio de diluicdo limitante. Os valores representam a média + erro padrdo de um
experimento contendo 5 camundongos por grupo (n=5). * ** and *** indicam diferenca significativa
relativa ao grupo controle (p < 0,05; p < 0,01 and p < 0,001, respectivamente) e ## indica diferenca
siginificativa relativa a 2HF (p < 0,01); 2HF = 2’-Hidroxiflavanona; ns = néo significativo.
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Precedente a eutanasia, o sangue dos camundongos foi coletado e separado
para realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos (Tabela 4.2). Nao foi
observada nenhuma alteracdo tanto no hemograma, quanto na avaliacdo bioquimica
pelos parametros de ALT, AST e creatinina, parametros esses importantes para
determinar funcéo renal e hepatica e principalmente sinais de toxicidade aguda e

cronica no tratamento.

Tabela 4.2 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Controle 2HF Antimoniato de
meglumina
Hematolbgico
RBC (x10° mm?) 9.97 £0.005 10.06 +0.10 9.48 +0.16
Hemoglobina (g/dL)  14.35+0.05 14.20 +0.14 14 +0.26
Hematdcrito (%) 48.90 £0.60 48.30 £0.57 47.60 £0.80
MCV (fm?) 49 +0.60 48.50 +0.26 49.70 £0.20
MCH (pg) 14.35 £0.05 14.30 £0.06 14.60 +0.08
MCHC (g/dL) 29.35+0.25 29.40 +0.06 29.40 £0.06
Plaquetas (10%/mm3) 1192 +50 1178 +57.46 1104 £77.45
Leucocitos 8.85+0.35 5.90 £0.16 4.80 £0.83
(103/mm?)
Bioguimica
Creatinina (mg/dL) 0.10 +0.00 0.10 +0.02 0.10 +0.02
ALT (U/L) 47.50 £2.12 46.50 +2,02 52 +4.49
AST (U/L) 110.5 £17.25 78 £10.40 89 £8.15

RBC: red blood cells (células vermelhas do sangue); MCV: volume corpuscular médio; MCH:
hemoglobina corpuscular média; MCHC: concentragdo de hemoglobina corpuscular média;

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase;

Uma vez que a ineficacia do antimoniato de meglumina (Glucantime) no
controle da leséo e carga parasitaria sugere a resisténcia dos parasitos presentes na
lesdo, para confirmar esta hipotese, promastigotas foram recuperadas das orelhas
infectadas de cada grupo tratado (veiculo, 2HF e antimoniato de meglumina).
Utilizando promastigotas de L. amazonensis sensiveis como comparativo, um teste
de resisténcia ao Sb+3 foi realizado seguindo o protocolo descrito em Liarte et al.
(2011). Enquanto as promastigotas sensiveis ao antimonio trivalente demonstraram
um ICso de 25,33 puM (figura 4.5A), promastigotas recuperadas do grupo tratado

apenas com veiculo obtiveram um ICso de 157,9 uM (figura 4.5B), apontando uma
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resisténcia de 6,2 vezes. Promastigotas recuperadas do grupo tratado com 2HF
exibiram um ICso de 212 pM (figura 4.5C), 8,4 vezes resistentes ao Sb+3 seguidas
pelas promastigotas recuperados do grupo tratado com o antimoniato de meglumina,
que demonstraram um ICso de 122 uM (figura 4.5D), comprovando estarem 5 vezes
resistentes comparadas as sensiveis. Os valores comparativos de ICso e resisténcia

sao apresentados na Tabela 4.3.
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Figura 4.5 Confirmacdo da resisténcia em promastigotas recuperadas de leséo.
Promastigotas de L. amazonensis foram recuperadas de cada grupo do ensaio de diluicdo
limitante realizado ao final do experimento in vivo e cultivadas em meio Schneider. Células
foram incubadas na auséncia ou presenca de tartarato de antiménio e potassio (Sb*3) (0,3 a
5000uM) por 72 horas. A viabilidade foi mensurada por ensaio de redugcdo de resazurina em
resorufina e a leitura foi realizada por espectrofluorimetro (SpectraMax M2—Molecular Devices,
Silicon Valley, USA). Os ICso obtidos para confirmag&o de resisténcia foram calculados por
regresséao nao linear utilizando o software GraphPad Prism 6.0. Os valores representam a média
+ erro padrdao de dois experimentos independentes. A: Promastigotas sensiveis. B:
Promastigotas recuperadas do controle tratado com veiculo. C: Promastigotas recuperadas do
grupo tratado com 2HF. D: Promastigotas recuperadas do grupo tratado com antimoniato de
meglumina.
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Tabela 4.3 Comparativo de ICso do antimonial (SBIIl) sobre promastigotas
recuperadas de leséo in vivo

S R + veiculo R + 2HF R+A
1Cso 25,33 UM 157,9 uM 212 uM 122 uM
Resisténcia - 6.2 8.4 5
(vezes)

S: sensivel; R: resistente; A: antimoniato de meglumina; 2HF: 2’-hidroxiflavanona

4.2 Avaliacao datoxicidade da 2HF em modelo murino

4.2.1 Toxicidade aguda

Experimentos de toxicidade em modelos ndo humanos sdo extremamente
necessarios para o desenvolvimento de um novo farmaco. Para primeira etapa pré-
clinica da 2’-hidroxiflavanona, o primeiro protocolo a ser seguido foi o protocolo de
toxicidade aguda, método “up and down”, adaptado no manual n° 425 da OECD
(OECD, 2008).

O tratamento foi feito utilizando doses unicas “up” de 2HF por via oral, com
intervalo de 24 horas entre as doses e seguindo a progressao preconizada no
método (dose inicial x 3,2). Camundongos tratados com a 2HF via oral ndo
demonstraram nenhuma diferenca significativa ao veiculo em relacdo ao peso
corporal (Figura 4.6, painel A e C) e ao consumo de racdo e agua (Figura 4.6, painel
B e D) para ambos os géneros em nenhuma dose utilizada, 175mg/kg, 550 mg/kg e
1750 mg/kg. A 2HF também n&o demonstrou alterar significativamente o peso
relativo dos 6rgdos coletados ao final do experimento (Tabela 4.4). Vale ressaltar
gue o método up foi utilizado somente até a dose de 1750 mg/kg respeitando a dose
maxima do estudo de 2000 mg/kg e o método down nao foi realizado uma vez que a
taxa de mortalidade da 2HF foi de 0%.

Ao longo do experimento, os camundongos foram observados de uma a duas
vezes ao dia para acompanhamento de parametros clinicos, sendo eles prostracédo
ou agressividade, edemas de pele, perda de pelos, alteracbes oculares e de
mucosas, respiracao irregular, alteracdes da coloracdo da urina e espessura e
coloracdo de fezes. Nenhum camundongo apresentou nenhum desses sintomas e

todos os animais sobreviveram ao tratamento com a 2HF por via oral (Tabela 4.5).
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Figura 4.6 Toxicidade aguda da 2’-hidroxiflavanona: avaliagcdo de peso corporal e consumo de
agua e racdo. Camundongos swiss webster (6 por grupo), machos (painel A e B) e fémeas (painel C
e D) foram observados e tratados de acordo com o guia n° 425 da OECD, método up and down. O
tratamento foi feito via oral com 3 doses Unicas com intervalos de 24 horas/dose, aumentando em
progressédo 3,2 (175 mg/kg, 550 mg/kg e 1750 mg/kg). O grupo controle foi tratado com o veiculo da
2HF (DMSO + 4gua). Os camundongos foram observados por 14 dias apds a primeira dose. Ganho
de peso (A e C) e consumo de agua/racdo (C e D) foram mensurados diariamente. Graficos
representam a média de 2 experimentos independentes (machos e fémeas) com n de 6
camundongos/grupo cada.
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Tabela 4.4 Toxicidade aguda da 2HF: peso relativo dos 6rgéos

Peso relativo dos 6rgdos (mg/g) *

Orgéo
Baco
Figado
Rins
Estébmago
Pulméo

Coracéao

Macho

Controle
4,42 + 0,28
54,14 + 1,10
13,62+ 0,70
16,45+ 1,70
5,85 + 0,37
532+0,18

2HF
4,25 +0,26
54,38 + 1,50
13,15+ 0,59
18,7+ 1,38
5,68 +0,43
5,51+0,26

Fémea
Controle 2HF
5,79 £ 0,27 5,40 £ 0,26
48,09 £ 1,54 47,03+1,42
10,84 + 0,38 11,09 + 0,40
22,92 + 2,54 20,29 +1,18
6,55 + 0,25 6,28 + 0,21
531+0,25 4,82 +0,19

*Peso relativo dos 6rgéos foi calculado como peso do érgao (mg) dividido pelo peso

final do animal (g). Valores representam a média + erro padrdo de 2 experimentos

independentes/género.

Os parametros determinados para avaliacdo bioquimica foram: sdédio,
potassio, calcio, ferro, glicose, colesterol, proteinas totais, albumina, ureia, alanino
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina, fosfatase
alcalina, creatinina quinase, acido urico e bilirrubina total. S&o observadas diferencas

significativas em trés parametros para machos, onde o tratamento com a 2HF

Tabela 4.5 Toxicidade aguda da 2HF:
Parametros clinicos e mortalidade

Controle 2HF
Pele/Pelo NA NA
Mucosa NA NA
Olhos NA NA
Respiracéo NA NA
Agressividade NA NA
Prostracdo NA NA
Urina NA NA
Fezes NA NA
Mortalidade 0/12 (M)  0/12 (M)
total 0112 (F)  0/12 (F)

NA: nenhuma alteragdo; M: macho;

F: fémea
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provocou um leve aumento de albumina e proteinas totais e uma diminuicdo dos
niveis de acido urico. Em contrapartida, no tratamento de fémeas, as alteractes
observadas nos machos nao se repetiram, demonstrando apenas um aumento nos
niveis de creatinina quinase em relacdo ao controle, porém, sem significancia
estatistica (p=0,0572) (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 Toxicidade aguda da 2HF: parametros bioquimicos

R Valores de
Macho Fémea referéncia
Controle 2HF Controle 2HF
Sédio (MEq/L) | 1465+205  14960+108 | 14450+119  142,80£0,86 | 124,0—174,0
Potassio 3,40+ 0,11 3,41+017 315+0.15 3,00+028 46-80
(mEg/L)
Calcio (mg/dL) | 8,53+ 0,09 8,79+0,14 8,73+ 0,06 8,62 +0,17 59-94
Ferro(mg/dL) | 231,3+11,18  24900+84 | 19150+1352 212,80+9,56 | 1300 134,0
Glicose 3046+21,95 35900+2358 | 33400+17,85 3453+19.06 | 90,0—192,0
(mg/dL)
Colesterol 82,88+ 4,12 91,10+51 79,25 + 502 69,00 + 6,58 36,0 - 96,0
(mg/dL)
PTNs totais 3,81 + 0,04 3,96 + 0,04* 410+0,11 3,98 +0,11 36-6,6
(g/dL)
Albumina 1,89 + 0,02 2.00 + 0,05* 2,05+ 0,09 2.00+0,05 25-48
(g/dL)

Ureia (mg/dL) | 4551+184 4045+ 163 40,60 + 1,55 37,05 + 4,45 18,0 — 29,0
AST (U/L) 91,14+6,60 94,63 +3,05 50,50 + 3,51 50,75 + 2,75 59,0 — 247,0
ALT (U/L) 60,63+390  6333+6,01 27,67 + 2,40 31,00 + 2,16 28.0-132,0
Creatinina 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 02-08

(mg/dL)

FOSf('L"J"/'E‘;‘"na 168,1+1147 166,7+1500 | 7333+1162  9540+7.68 | 62,00—209,0

Crea(toﬂl_’)'”ase 9443+535  8186+779 | 4650+11,98 107,30 +22.92* | 68,0 1070,0
Acido rico 038+07 0,22 +0,01* 0,23+0,03 0,20 0,00 1,7-54

(mg/dL)
Bilirrubtotal | ¢, 445 0,60 + 0,07 0,45 + 0,03 0,50 + 0,00 01-09
(mg/dL)

* representa a diferenca significativa em relacdo ao controle. p<0,05 (teste t). Valores representam a

média + erro padrdo de 2 experimentos independentes/género.
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4.2.2 Toxicidade subaguda

Apos a avaliacdo da toxicidade aguda da 2HF, foi realizado o protocolo de
toxicidade subaguda (doses repetidas), utilizando o protocolo de 28 dias de doses
repetidas, n° 407 da OECD (OECD, 2008). Seguindo o protocolo, 3 doses de 2HF
por via oral foram determinadas. Como dose central, selecionamos a dose de 50
mg/kg/dia, que ja demonstrou efeito in vivo em modelo de leishmaniose cutanea
experimental (Figura 4.4). Utilizando uma progressao de fator 10, foram
determinadas uma dose abaixo da central, 5mg/kg/dia e uma acima, 500 mg/kg/dia,
nao ultrapassando o limite de dose maxima do protocolo (2000 mg/kg).

Observando o ganho de peso, ndo houve variacao significativa entre veiculo e
as doses de 2HF nos experimentos realizados em machos (Figura 4.7 A).
Curiosamente nas fémeas, observa-se uma leve, porém nao significativa diferenca
(p=0,4236) no ganho de peso do grupo que recebeu 500mg/kg da 2HF (Figura 4.7
C). Essa diferenga néo foi observada quando analisados o consumo de ragao e
agua, uma vez que nenhum grupo demonstrou diferenca significativa em ambos os
géneros (Figura 4.7 B e D). Observando o peso relativo dos 6rgdos, ambos 0s
géneros demonstram diferenca entre os grupos (Tabelas 4.7 e 4.8) porém somente
0 grupo tratado com 500mg/kg/dia de 2HF provocou alteracdo considerada
significativa (p <0,05) no tamanho do figado de machos (Tabela 4.7).

O tratamento de 28 dias com a 2HF nédo foi capaz de provocar nenhuma
alteracdo nos parametros clinicos citados no protocolo de toxicidade aguda, também
analisados nesse estudo. A taxa de mortalidade foi nula para todas as doses
utilizadas (Tabela 4.9).

As analises bioquimicas demonstraram diferencas entre os géneros. Em
camundongos machos, as 3 doses de 2HF levaram a uma diminuicdo significativa (p
<0,05) de alanino aminotransferase (ALT) (Tabela 4.10). Ja para fémeas, o
tratamento com a 2HF provocou um aumento dos niveis de sddio sérico para a dose
de 50 mg/kg/dia, além de um aumento dos niveis de creatinina quinase para as
doses de 50 e 500 mg/kg/dia (Tabela 4.11), resultado que acompanha a alteracao

vista em fémeas na toxicidade aguda (Tabela 4.6).
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Figura 4.7 Toxicidade subaguda da 2’-hidroxiflavanona. Camundongos swiss webster (6 por grupo),
fémeas (A e B) e machos (C e D), foram observados e tratados de acordo com o manual de doses repetidas
de 28 dias da OECD (n° 407). Camundongos foram tratados via oral com veiculo (controle) ou trés
diferentes doses de 2HF (5 mg/kg, 50 mg/kg e 500 mg/kg) diariamente durante 28 dias. Ganho de peso (A e
C) e consumo de agua/racao (B e D) foram mensurados diariamente. Gréaficos representam a média e erro
padrdo (machos e fémeas) com n de 6 camundongos/grupo cada.
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Tabela 4.7 Toxicidade subaguda da 2HF: peso relativo dos 6rgdos (M)

Peso relativo dos érgados (mg/g)*

Orgao
Baco
Estébmago
Figado
Coragao
Rins

Pulmao

Controle
4,31+ 0,36
14,47 + 0,45
51,11 £ 1,37
4,61+0,17
14,70 £ 0,89
7,13+0,42

Macho
5mg/kg
4,35+ 0,51
15,90 + 0,42
54,04 £ 1,00
4,88 +0,24
14,98 + 0,52
7,87 1,04

50mg/kg
4,20 + 0,21
15,60 + 1,22
48,10 + 0,80
4,34+0,19
14,29 + 0,32
8,83 +0,30

500mg/kg
3,95+0,25
15,47+ 0,73

46,32+ 1,23 #

4,51 +0,22
14,37 +£ 0,50
8,17 +£0,52

*Peso relativo dos orgéos foi calculado como peso do 6rgéo (mg) dividido pelo

peso final do animal (g). Valores representam a média + erro padrdo. n =6 . #

alteracao significativa estatisticamente.

Tabela 4.8 Toxicidade subaguda da 2HF: peso relativo dos 6rgaos (F)

Peso relativo dos érgaos (mg/g)*

Orgéo
Baco
Estébmago
Figado
Coragéo
Rins

Pulmao

Controle
5,98 + 0,81

22,31+1,65
57,15+2,99

5,41+0,38

12,12+ 0,78

7,17 +0,51

Fémea
5mg/kg
5,87 £ 0,80
20,96 £ 1,01
51,55 + 1,85
4,98 £ 0,16
11,91+ 0,32
6,33+0,12

50mg/kg
531+042
20,41+ 1,74
53,54 £ 0,52
4,98 + 0,30
11,51 +0,39
6,31+0,21

500mg/kg

5,04 £0,30
19,64 + 2,95
50,73 £ 0,61
4,92 + 0,15
11,70 £ 0,43
5,90 +£0,23

*Peso relativo dos 6rgéos foi calculado como peso do érgédo (mg) dividido pelo

peso final do animal (g). Valores representam a média + erro padrdo. n = 6
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Tabela 4.9 Toxicidade subaguda da 2HF: parametros clinicos

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg

Pele/Pelo NA NA NA NA
Mucosa NA NA NA NA
Olhos NA NA NA NA
Respiracéo NA NA NA NA
Agressividade NA NA NA NA
Prostragdo NA NA NA NA
Urina NA NA NA NA
Fezes NA NA NA NA

Mortalidade total ~ 0/6 (M) 0/6 (M) 0/6 (M) 0/6 (M)

0/6 (F) 0/6 (F) 0/6 (F) 0/6 (F)

NA: nenhuma alteragédo; M: macho; F: fémea; M: macho

Tabela 4.10 Toxicidade subaguda da 2HF: pardmetros bioquimicos (M)

Macho
Parametros Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
Soédio (mEg/L) 125,7+1,45 123,7+ 0,61 127,4+0,51 127,2+ 0,49
Potéassio (mEqg/L) 2,87+0,23 2,62 +0,08 2,55 +0,32 2,43+0,13
Calcio (mg/dL) 9,50 + 0,21 10,78 £ 0,16 10,53+ 0,13 9,43+0,49
Ferro (mg/dL) 1795+ 18,50 | 2458+17,69 | 241,3+11,76 | 234,8+12,63
Glicose (mg/dL) 290,0+ 2150 | 278,3+35,02 | 170,5+13,76 | 223,0 + 29,52
Colesterol (mg/dL) 83,67 + 3,93 80,00 + 5,04 77,75+ 5,80 79,17 £ 5,83
PTNs totais (g/dL) 4,2 +0,00 3,92 £ 0,06 4,16 £ 0,12 3,98+0,12
Albumina (g/dL) 1,70 £ 0,00 1,55 + 0,05 1,68 + 0,04 1,63 £ 0,08
Ureia (mg/dL) 4790+564 | 4384+194 | 4670+177 | 4577+228
AST (U/L) 116,0 + 22,00 | 84,33+7,88 78,33+ 14,52 | 72,33+9,06
ALT (U/L) 55,00 + 2,52 45,67 +£2,35* | 43,40+1,91* | 44,60+ 1,03*
Creatinina (mg/dL) 0,1+00 0,10+ 0,00 0,10 £ 0,00 0,1+£0,0
Fosf. Alcalina (U/L) 180,5+ 17,50 | 157,8+10,51 | 206,0 £ 28,54 | 1454 + 10,45
Creat. quinase (U/L) 130,5+ 54,5 72,6 £9,92 103,7+1,46 | 70,00+ 11,15
Acido urico (mg/dL) 0,80 + 0,06 0,73+0,05 165+1,12 0,52 +0,03
Bilirrub total (mg/dL) 0,70 0,10 0,62 +0,01 0,68 + 0,07 0,57 £ 0,02

* representa a diferenca significativa em

representam a média + erro padrdo . n =6

relacdo ao controle. p<0,05 (teste t). Valores
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Tabela 4.11 Toxicidade subaguda de 2HF: parametros bioquimicos (F)

Fémea
Parametros Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
Sédio (mEg/L) 146,3 + 0,89 147,3+1,45 | 1548+ 3,135 | 149,2+ 1,46
Potéassio (mEqg/L) 2,68 0,09 3,08 £0,22 3,46 £ 0,26 3,36 £ 0,24
Calcio (mg/dL) 8,33+0,08 8,65+ 0,19 8,28 + 0,34 8,72+0,17
Ferro (mg/dL) 162,8 + 20,00 | 188,6 +2550 | 220,8+17,50 | 219,8+9,73
Glicose (mg/dL) 325,0+25,63 | 310,7+17,86 | 296,0+ 14,16 | 329,4+17,22
Colesterol (mg/dL) 51,8 £ 3,02 55,0+ 1,83 59,67 £ 4,91 59,4 + 5,85
PTNs totais (g/dL) 4,0 £0,04 3,94 £0,02 4,05+0,12 4,02 +£0,08
Albumina (g/dL) 1,85+ 0,02 1,85+ 0,02 1,90 + 0,08 1,86 + 0,05
Ureia (mg/dL) 46,84 + 2,25 40,32 £ 1,20 39,30+ 2,23 40,63 + 2,35
AST (U/L) 76,5 +5,97 70,00 £8,04 | 100,5+ 10,12 95,6 + 8,43
ALT (U/L) 60,6 + 3,70 63,0 + 1,46 65,00 + 5,03 58,25+ 2,72
Creatinina (mg/dL) 0,10+ 0,0 0,12 £ 0,02 0,12 + 0,02 0,10£0,0
Fosf. Alcalina (U/L) 148,0 £ 20,97 | 142,2+ 11,96 127,8 + 7,37 148,0 + 8,40
Creat. quinase (U/L) 90,25+ 12,39 | 158,0+ 15,81 | 210,6 £ 12,88* | 222,0 + 40,02*
Acido arico (mg/dL) 0,47 £ 0,07 0,50 £0,10 0,22 £ 0,03 0,23 £0,03
Bilirrub total (mg/dL) 0,54 + 0,02 0,62 + 0,06 0,58 + 0,02 0,62 £ 0,08

* representa a diferenca significativa em relacdo ao controle. p<0,05 (teste t). Valores

representam a média * erro padrdo . n =6

Para investigar possiveis danos teciduais, 6érgdos foram coletados, fixados e
processados para analises histologicas. Na figura 4.8 sdo observados cortes de
coracdo em dois aumentos diferentes. As fibras musculares cardiacas encontram-se
preservadas em todos o0s grupos. Pequenos agregados inflamatérios sé&o
observados desde o grupo controle até a maior dose de 2HF. Pequenas vesiculas
caracteristicas de deposicado de gordura foram encontradas pontualmente na dose
de 50mg/kg (Figura 4.8, painel E e painel F).

Na figura 4.9 observamos cortes de figado do grupo controle, nos quais foram
observados pontos focais de agregados de células inflamatorias e observa-se uma
esteatose microvesicular sugerindo ja haver um recrutamento inflamatério e depdsito
de gordura basais nos animais utilizados (Figura 4.9A e 4.9B). Ambas alteracdes
foram observadas nos grupos tratados com a 2HF, demonstrando um leve aumento,

tanto dos agregados linfoides quanto das vesiculas de gordura, destacando ainda
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um aumento das células de Kupfer presentes no tecido. Megacariocitos foram

observados desde o controle até a maior dose de 2HF.

Figura 4.8 Toxicidade subaguda da 2HF: histopatologia do coracgéo.
Camundongos Swiss Webster fémeas foram tratadas durante 28 dias por via oral com
A e B: veiculo; C e D: 5 mg/kg/dia; E e F: 50 mg/kg/dia; G e H: 500 mg/kg/dia. Escala
= 100uM. A, C, E e G — aumento de 10 x; B, D, F e H — aumento de 20x. Colora¢éo:

Hematoxilina e eosina.
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Figura 4.9 Toxicidade subaguda da 2HF: histopatologia do figado. Camundongos
Swiss Webster fémeas foram tratadas durante 28 dias por via oral com A e B: veiculo; C
e D: 5 mg/kg/dia; E e F: 50 mg/kg/dia; G e H: 500 mg/kg/dia. Escala = 100uM. A, C,Ee G
—aumento de 10 x; B, D, F e H — aumento de 20x. Colorag&o: Hematoxilina e eosina.

70



Em cortes de Pulméo (Figura 4.10), bronquiolos e epitélio respiratdrio estdo
preservados. O grupo controle apresenta retracdo dos alvéolos (&reas de
atelectasia), hemorragia, e presenca de poucos agregados inflamatérios. Dos grupos
tratados com a 2HF, ha uma diminuicdo dose dependente da retracdo alveolar. A
raz8o entre as areas de atelectasia e as areas de alvéolos preservados séo
constantes entre as doses. Os agregados inflamatorios também sdo pequenos em
tamanho e numero, sendo observados em todas as doses testadas.

Em cortes de baco, (figura 4.11) observa-se, ja no controle, a presenca de
infiltrados inflamatérios e uma quantidade basal de megacariécitos, aspectos que se
apresentam também nas 3 doses de 2HF. Observa-se ainda nos grupos tratados um
aumento de hemorragia presente na polpa vermelha que aparenta aumentar
levemente de maneira dose-dependente. E possivel observar ainda o aparecimento
de areas de diferenciacéo eritrdide nos grupos que receberam as doses de 2HF. No
geral, a 2HF parece provocar um desbalangco no tamanho polpa branca/ polpa
vermelha, provocando um aumento da vermelha e consequente diminuicdo
(acompanhada por ativacao) da polpa branca.

Na figura 4.12 observamos os cortes dos rins. O grupo controle apresenta
infiltrados inflamatdrios ao longo do cértex e da medula renal, aspecto que também
se apresenta nos grupos tratados. Em todas as doses de 2HF, € possivel observar
pontos de depdsito de gordura, mais aparentes na medula do que no cortex renal.
Na maior dose utilizada (500mg/kg/dia), é possivel observar pequenos pontos de
hemorragia.

Apesar de todos os pontos observados na histologia, a 2HF ndo demonstrou
causar danos toxicos a ponto de prejudicar o funcionamento dos 6rgaos de alguma
maneira, ou danos vitais para o camundongo de maneira geral (considerando a taxa

nula de mortalidade e as altera¢des bioquimicas).
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Swiss Webster fémeas foram tratadas durante 28 dias por via oral com A e B: veiculo; C
e D: 5 mg/kg/dia; E e F: 50 mg/kg/dia; G e H: 500 mg/kg/dia. Escala = 100uM. A, C, E e
G —aumento de 10 x; B, D, F e H — aumento de 20x. Colorag&o: Hematoxilina e eosina.
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Figura 4.11 Toxicidade subaguda da 2HF: histopatologia do ba¢o. Camundongos Swiss
Webster fémeas foram tratadas durante 28 dias por via oral com A e B: veiculo; Ce D: 5
mg/kg/dia; E e F: 50 mg/kg/dia; G e H: 500 mg/kg/dia. Escala = 50uM. A, C, E e G — Polpa
branca; B, D, F e H —Polpa vermelha. Aumento de 20x. Colorag&o: Hematoxilina e eosina.
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Figura 4.12 Toxicidade subaguda da 2HF: histopatologia do rim. Camundongos Swiss
Webster fémeas foram tratadas durante 28 dias por via oral com A e B: veiculo; Ce D: 5
mg/kg/dia; E e F: 50 mg/kg/dia; G e H: 500 mg/kg/dia. Escala = 50pM. A, C, E e G —
Cortex renal; B, D, F e H — Medula renal. Aumento de 20x. Coloracdo: Hematoxilina e
eosina.
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4.3 Desenvolvimento do método, validacdo e determinacdo do perfil

farmacocinético da 2HF

O primeiro passo para determinar o perfil farmacocinético da 2HF é
desenvolver um método sensivel e seletivo de quantificacdo do composto. Para isso,
foi estabelecido um método de quantificacdo em sangue total de camundongos
BALB/c da 2’-hidroxiflavanona por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria  de massas em série (LC-MS/MS) com ionizagdo por
eletronebulizacéo negativa (ESI-) pelo modo de monitoramento de reac6es multiplas
(MRM). A Narigenina, um flavonoide pertencente também a classe flavanona foi
escolhida como padrao interno (Pl) do método. A faixa de concentragdo estabelecida
para o método foi de 1ng/mL (limite inferior de quantificacdo —LIQ) a 250 ng/mL
(limite superior de quantificagdo — LSQ). Ambos compostos (2HF e PI) foram
extraidos do sangue por extracdo liquido-liquido utilizando TBME. A cromatografia
liquida foi realizada em modo isocratico e sua fase mdvel consistiu em uma mistura
de metanol: acetonitrila (80:20) e uma solu¢cdo aquosa contendo 0,1% de &cido
férmico (65:35, v/v).

Na figura 4.13 podemos observar o espectro representativo da deteccéo e
perfil de fragmentagdo, da 2HF e do Pl respectivamente, demonstrando as
moléculas, 238,8 Da e 270,8 Da, respectivamente, e os dois fragmentos mais
intensos utilizados para identificacdo e confirmacao da 2HF nas amostras, 119 Da e
93,2 Da para 2HF e 151 Da e 119 Da para o PI.
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Figura 4.13 Espectro de massas representativo da deteccdo e o perfil de

fragmentacdo da 2HF (A) e do PI (B). A deteccdo da 2HF e da Narigenina (PI) foi

realizada por espectrometria de massas em série com ionizag&o por eletronebulizacao

negativa (ESI-) pelo modo de monitoramento de rea¢8es multiplas (MRM).

Uma vez determinada a deteccdo da 2HF por espectrometria, 0 proximo
passo foi a separacdo e posterior quantificacdo da 2HF e do Pl em matriz biolégica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrobmetro de massas. Na

figura 4.15 A e B observamos os cromatogramas da 2HF e PI respectivamente,
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demonstrando os picos de deteccdo de cada um e seus respectivos tempos de

retencgéo.
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Figura 4.14 Cromatrogramas representativos do tempo de retencéo da 2HF (A)
e Pl (B). A cromatografia liquida foi realizada em modo isocratico em coluna Zorbax
Eclipse C18 5uym x 150 mm x 4.6 mm i.d. Fase mével - metanol: acetonitrila (80:20)
e solucdo aquosa contendo 0,1% de acido formico (65:35, v/v). A detec¢cdo da 2HF
e da Narigenina (Pl) foi realizada por espectrometria de massas em série com
ionizacao por eletronebulizacdo negativa (ESI-) pelo modo de monitoramento de
reacdes multiplas (MRM).

ApoOs desenvolver o método é preciso valida-lo. Todos os procedimentos para
a validacdo do método seguiram a resolucdo RDC n° 27 de 2012 que dispbe sobre
0s requisitos minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados em

estudos com fins de registro e pés-registro de medicamentos (ANVISA, 2012). O

77



primeiro parametro avaliado foi a seletividade. N&o foram observadas interferéncias
no tempo de retencdo da 2HF e do Pl acima do limite de variagdo permitido.
Amostra bioldgicas provenientes de 6 fontes distintas foram contaminadas ou néo
com 1ng/mL de 2HF e Pl e foram analisadas. Os valores de area sob a curva e

interferéncia da matriz biolégica estéo representados na tabela 4.12.

Tabela 4.12 Teste de seletividade da 2HF

Valor da % de . % de
- ] . N Valor da érea do | . N
Descricdo da amostra areada interferéncia P| interferéncia
2HF de 2HF do PI
Branco em sangue 0 0 0 0
lipémico
LIQ em sangue lipémico 2942,12 593458,87
Branco em sangue 0 0 0 0
normal 1
L1Q em sangue normal 1 3169,71 614016,00
Branco em sangue 0 0 0 0
normal 2
L1Q em sangue normal 2 3420,71 675769,91
Branco em sangue 0 0 0 0
normal 3
L1Q em sangue normal 3 3926,56 566784,50
Branco em sangue 0 0 0 0
normal 4
L1Q em sangue normal 4 4005,95 747538,16
Branco em sangue 0 0 0 0
normal 5
L1Q em sangue normal 5 3938,97 761398,91

LIQ: limite inferior de quantificagéo (1ng/mL); 2HF: 2’-hidroxiflavanona; PI: padréo interno;

O segundo parametro analisado para validacéo foi o teste efeito residual para
determinar uma possivel contaminacdo durante a corrida analitica. Foram
realizadas, 3 (trés) injecbes da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas
logo apés a injecdo de uma ou mais amostras processadas do limite superior de
quantificacdo (LSQ). N&o houve contribuicdo entre as analises como observado na
tabela 4.13 abaixo. Os valores aceitaveis para efeito residual do analito e Pl néo
devem passar de 5% do valor de area observada. Portanto, a 2HF e o PI foram

aprovados no teste.
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Tabela 4.13 Teste de efeito residual da 2HF

Concentracéao % de % de
. Valor da . N Valor da . N
Amostras nominal 4rea da 2HE interferéncia de area do PI interferéncia do
(ng/mL) 2HF Pl
1 0 0 0 0 0
2 1 3160,30 0 595099,86 0
3 250 477813,56 0 579437,64 0

Para calcular e validar a linearidade de um método bioanalitico, &€ necessario
gue a faixa de linearidade contemple o limite inferior de quantificacéo (LIQ) e o maior
nivel de concentracdo da curva de calibragdo (Limite superior de quantificacdo/LSQ).
Ao observar os valores da razdo da area de 2HF pela area do PI, observamos na
figura 4.16 que o aumento do desvio padrdo se da de maneira dose-dependente,

aumentando de acordo com a concentragéo.
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Figura 4.15 Relacédo entre a razdo das areas de 2HF e Pl por concentragdo. O gréfico
representa a disperséo dos valores da razéo entre a area da 2HF e PI por concentragdo. n
= 5. Barras representam o desvio padréo.

O aumento do desvio e a observacao da dispersdo entre os valores definiram
a escolha do modelo heterocedastico de regressao linear. Assim, foi realizada a
escolha do melhor método de ponderacdo que devera ser o que apresenta 0 menor
valor da soma dos erros relativos dos valores nominais dos padrdoes de calibracao
versus seus valores obtidos pela equacéo da curva (% ER). Estes valores de % ER
apresentaram-se aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo do X, em forma de

uma banda horizontal estreita em funcdo das concentracdes da curva de calibracéo.
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As amostras da curva de calibracdo foram, inicialmente, adicionadas do padrdo do
analito e do padréo interno e depois submetidas ao mesmo procedimento de
preparacdo. O método ponderado que apresentou o menor valor de % ER foi o
método ponderado de 1/x?. A figura 4.17 apresenta a regressdo linear obtida pelo
meétodo de ponderacédo escolhido. O coeficiente de linearidade (r) obtido € 0,9969 e

a equacao da reta € y= 0,884x + 0,000279.

W VALD3_FVN_23012019.rdb (2-OH-Flavanona 01). Linear” Regression ("1 / (x * x)° weighting). y = 0.664 x + 0.000279 (r = 0.9969)
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Figura 4.16 Linearidade da 2HF. Representacéo dos valores da curva de calibragdo com os
coeficientes com a ponderacao escolhida (modelo 1/x?).

Nas tabelas 4.14 e 4.15 observamos os célculos de preciséo e exatidao intra-
dias (4.14) e intercorridas (4.15). Foram realizados 3 testes de precisdo e exatidao
intra-dias. A precisdo é demonstrada através do calculo do coeficiente de variagdo
(CV%). O calculo da exatiddo se da pela férmula do Erro padrdo relativo (EPR)

sendo:

EPR: = (concentra¢do média experimental — valor nominal) x 100

Valor nominal

A tabela 4.14 demonstra os valores de um experimento representativo, uma
vez que os 3 ndo obtiveram muitas variacdes de valores. O método desenvolvido foi
aprovado em ambos os testes uma vez que sua precisao se manteve abaixo de 15%

e sua exatidao entre a faixa de 80 a 115%, de acordo com as normas da legislacao.
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Tabela 4.14 Precisao e exatidao intra-dia de 2HF

Concentracéao
experimental Média
(ng/mL)

Precisao Exatidao
(CV%) (%)

Concentracao
nominal (ng/mL)

1.06
1.03
0.95
0.97
LIQ 1 107 1.02 6.18 101.96
0.93
1.05

1.11

3.16
3.02 3.02
3.16
3.10
CQB 3 554 6.76 100.77
3.02
3.06

3.13

98,24
99.39
99.82
96.26
CQM 100 100,97 98.47 1.89 98.47
99.51
98.17

95.43

203,82
196.86
201.93
192.36
CQA 200 20256 201.49 2.99 100.75
199.50
213.24

201.66

203,26
197.43
200.77
194.00
CQD 200 500.40 199.34 1.61 99.67
197.69
203.40

197.80

LIQ: limite inferior de quantificacdo; CQB: baixa concentracdo; CQM: média concentracdo; CQA: alta

concentragao. CQD: concentracgao diluida;
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Tabela 4.15 Precis@o e exatid&o intercorridas (inter dias) da 2HF

Concentracéo
nominal (ng/mL)

Concentracéo
experimental
(ng/mL)

Média

Precisdo (CV%)

Exatidao
(%)

Desvio

0.85

0.98

1.02

0,95

0,08

95,27

-4,73

2,62

2,79

3,02

3,02

6,67

100,77

0,77

100

87,07

101,15

98,47

98,47

7,59

98,47

-1,53

200

201,75

212,18

201,49

201,49

3,03

100,75

0,75

200

200,59

210,12

199,34

199,34

2,96

99,67

-0,33

Uma vez que constituintes de uma matriz biolégica podem afetar a resposta
do analito ou do PI, seguindo a RDC n°27 o teste de efeito matriz foi realizado.
Neste teste, amostras de branco da matriz biolégica (sangue de camundongos
BALB/c), sdo submetidas ao processo de extracdo e adiciona-se posteriormente 0
analito e o PI para verificar seu efeito. Das 6 amostras analisadas, quatro eram de
sangue normal e duas de sangue lip€mico. Nestas analises, foram utilizadas duas
concentracbes nominais da 2HF, 3ng/mL (baixa concentracdo — CQB) e 200ng/mL
(alta concentragdo - CQA) para a corrida analitica. Os valores de area da 2HF e do
Pl foram obtidos para o calculo do fator matriz normalizado (FMN) pelo padrdo

interno. A equacdo utilizada para o célculo deste parametro foi:

FMN = resposta do analito em matriz/resposta do Pl em matriz

resposta do analito em solugao/resposta do Pl em solugéao
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Na tabela abaixo estdo os valores calculados de FMN para cada replicata

referente as concentracdes. A deteccdo e quantificacdo de 2HF ndo demonstrou

sofrer efeito matriz uma vez que o coeficiente de variagdo obtido através dos

calculos de FMN esta abaixo do valor maximo permitido (15%) (Tabela 4.16).

Tabela 4.16 Célculo do efeito matriz normalizado pelo PI

Concentragéo
nominal (ng/mL)

FMN

Média

CV (%)
total

CQB

0,96

0,95

0,94

0,97

0,96

1,01

0,93

2,91

CQA

200

0,91

0,94

0,97

0,97

0,96

0,98

0,98

2,64

CQB:

coeficiente de variacao: FMN: fator matriz normalizado:

baixa concentragéo;

CQA:

alta concentracéo; CV:

O dltimo parametro da validacdo foi a estabilidade do analito em matriz

biol6gica onde foram avaliados a estabilidade da 2HF em ciclos de congelamento e

descongelamento. Foram realizados 6 ciclos de congelamento e descongelamento

por um periodo de 191h:00m. As temperaturas estao listadas na tabela abaixo.
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Tabela 4.17 Registros de temperatura dos ciclos de congelamento e descongelamento da 2HF

Ciclos Temperatura de Temperatura de
descongelamento (°C) congelamento (°C)

Congelamento - -74,4

1° ciclo 22,9 -73,7

2° ciclo 23,6 -74,6

3°ciclo 23,1 -74,2

4° ciclo 23,1 -74,0

5° ciclo 23,6 -75,5
6° ciclo / analise 22,4 =

Apos os ciclos realizados, as amostras foram analisadas de acordo com a
curva de calibracdo. Na tabela abaixo, observamos que ndo houve degradacéao da
2HF apdés os ciclos e periodo empregado. Os coeficientes de variacdo (%)
calculados para baixa concentracdo de 2HF (3ng/mL — CQB) e alta concentracéo
(200ng/mL — CQA) foram 5,51 e 6,24.

Tabela 4.18 Curva de calibragdo da 2HF apds ciclo de congelamento e descongelamento

Concentracao Concentracéo ST
AIRLES nominal (ng/mL) | experimental (ng/mL) SEUEED (#),

0,99 99,03
1 1

1,01 100,75

2,75 91,6
2 3

3,14 104,8

4,88 97,51
3 5

5,37 107,32

26,7 106,81
4 25

27,52 110,06

52,27 104,54
5 50

44,77 89,54

99,23 99,23
6 100

93,22 93,22

196,84 98,42
7 200

177,95 88,97

255,57 102,23
8 250

264,95 105,98
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Uma vez desenvolvido e validado, o método de deteccéo e quantificacdo da
2HF foi utilizado para determinar o perfil farmacocinético da 2HF. Para isso, 8
camundongos BALB/c fémeas por grupo receberam uma dose Unica de 2HF de
10mg/kg. Os tempos de coleta determinados foram: 0, 2,5, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90,
120 e 240 minutos. A coleta foi realizada via plexo orbital. Na figura 4.17 o grafico da

concentragdo plasmatica média de 2HF por tempo.
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Figura 4.17 Perfil farmacocinético da 2HF. Concentracdo média x tempo. Camundongos
BALB/c foram tratados com 10 mg/kg de 2HF via oral. O sangue total foi coletado via plexo orbital
para detecgdo e quantificacdo pelo método validado de 2HF por LC-MS/MS. Valores plotados no
gréafico sdo a média e o erro padrao (n=8).

Curiosamente, nas corridas analiticas observamos um segundo pico presente
no cromatograma com intensidade e tempo de retencdo menores em relacéo a 2HF.
Este pico € encontrado somente nas curvas da 2HF em sangue de camundongo
utilizadas para farmacocinética e ndo nos controles e no branco. Foi realizada uma
injecao direta de 2HF por espectrometria de massas time off flight, uma técnica de
espectrometria de massas mais sensivel que detecta moléculas pelo tempo de voo
das mesmas apos ionizadas. Na figura 4.18 observamos o espectro de massas
obtido da 2HF, destacando a mesma e os fragmentos ja observados na figura 4.13.

Porém, um novo ion produto € observado, de 319.0 Da, um indicativo de que o pico

85



que estd sendo observado nos cromatogramas possa ser um produto do

metabolismo da 2HF.

] -TOF Product (319.0): 30 MCA scans from Sa... Max. 3.2e4 counts
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Figura 4.18 Espectro de massas da 2HF por espectrometria de tempo de véo.

A partir de uma curva concentracdo plasmatica x tempo, é possivel, por meio
de analises matematicas, determinar os parametros farmacocinéticos. No caso da
2HF, o modelo escolhido foi analise compartimental por dois compartimentos. Na
tabela abaixo observamos os parametros obtidos, destacando a meia vida da 2HF
de 97,52 min.
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Tabela 4.19 Parametros farmacocinéticos da 2HF

Par_é metro Valores
(unidades)

Ke (1/min) 0,00711
T1/2 beta (min) 97,52
Tmax (min) 5

Cmaéx (ng/mL) 185,86
ASCO-t (min*ng/mL) 5120,98
o s
ASC % extrap (%) 7,30
Vd/F (mL) 5093,53
Cl/F (mL/min) 36,20

Ke: constante de eliminagéo;

T1/2 beta: tempo de meia vida beta;

Tmax: tempo maximo;

Cmax: concentragcdo maxima,;

ASCO-t: &rea sob a curva concentracéo versus tempo 0 ao tempo da Ultima concentragcdo acima do
Limite de quantificagéo;

ASCO-inf: area sob a curva concentracdo versus tempo 0 ao tempo extrapolado ao infinito;
ASC%extrap: percentagem extrapolada ao infinito;

Vd/F: volume de distribuicéo;

Cl/F: clearence;
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5 DISCUSSAO

Apesar do surgimento de diversos programas de incentivo e iniciativas nas
tltimas 4 décadas, as Doencas Tropicais Negligenciadas ainda sofrem com baixo
investimento ou investimento direcionado (para doencas como AIDS e malaria), o
que torna dificil o desenvolvimento de medicamentos, vacinas e até de uma possivel
cura, uma vez que o financiamento para pesquisa basica € baixo ou quase
inexistente (G-FINDER, 2018; Ferreira & Andricopoulo, 2019).

Inserida nas DTNs, a Leishmaniose é formada por um complexo de doencas
gue causam desde um estigma social por sua forma mucocutanea (tegumentar), que
pode levar a desfiguracéo facial, até a forma visceral que, se ndo tratada, pode levar
a morte. O numero de novos casos da doenca por ano é considerado exorbitante,
partindo de 30 mil para a forma visceral, chegando até 1 milhdo de novos casos para
a forma tegumentar. O Brasil faz parte de um grupo de paises que concentra 85%
dos casos de Leishmaniose do mundo e dentro da América Latina, atinge uma
marca de 97% de casos da forma visceral, dados alarmantes em um pais de
dimensdes continentais considerado emergente (Alvar et al. 2012; Ministério da
saude, 2019; Paho, 2019; WHO, 2019; WHO, 2020).

Assim como outras DTNs, a Leishmaniose sofre com a falta de investimento,
gue acarreta uma lentiddo no desenvolvimento de alternativas para sua erradicagao.
Ha mais de um século o antimdénio € utilizado para o tratamento da doenca,
permanecendo como medicamento de primeira escolha em diversos paises. Desde
entdo, apenas 4 novos medicamentos foram licenciados para ajudar no combate da
doenca: a anfotericina B, a pentamidina, paramomicina e miltefosina, este ultimo
sendo o primeiro e Unico medicamento até o momento administrado por via oral.
Vale ressaltar que nem todos os medicamentos sao licenciados em todos o0s
territérios endémicos para a doenca, o que dificulta ainda mais o tratamento, uma
vez que o 6nus do tratamento é muitas vezes maior do que o bbénus. Os pontos
negativos da quimioterapia da leishmaniose incluem as vias de administracdo, o
custo elevado do tratamento, efeitos toxicos diretos ao paciente que podem levar a
doencas secundarias, teratogenicidade, a falha terapéutica e resisténcia ao
tratamento. Muitos problemas, poucos medicamentos, um quadro que destaca a
urgéncia no desenvolvimento de novas alternativas (Uliana et al. 2018; Ghorbani &
Farhoudi, 2017).

88



Diversos autores, como Ponte-Sucre et al. (2017), consideram as falhas no
tratamento e a resisténcia um dos maiores desafios do século para a Leishmaniose.
Os casos de resisténcia ao antimonio, por exemplo, aumentam vertiginosamente,
causando o desuso do medicamento em diversas regides. A preocupacdo se torna
maior por conta de casos de resisténcia a outros medicamentos como a miltefosina,
qgue ja possui diversos relatos de casos (Cojean et a. 2012; Van Bockstal et al.
2020).

Os problemas e limitacdes da quimioterapia da leishmaniose tem levado a
busca de novas alternativas. O reposicionamento de farmacos e a terapia
combinada sdo demonstracdes claras de vertentes a serem consideradas. A fim de
ir mais a fundo na pesquisa por medicamentos capazes de diminuir ou nao
demonstrarem efeitos colaterais, 0s produtos naturais, como metabdlitos
secundarios, tém sido amplamente estudados em modelos experimentais de
leishmaniose (Gervazoni et al. 2020). Velhos conhecidos da medicina tradicional
chinesa, egipcia e greco-romana, compostos provenientes de fontes naturais estao
ao alcance de todos, um ponto a favor a se pensar no custo do tratamento.
Flavonoides como a Quercetina e Epigalocatequina-3-galato, que ja tem descrito seu
potencial leishmanicida (Fonseca-Silva et al. 2013; Inacio et al. 2019) por via oral,
séo comercializados em farmacias como fitoterapicos.

A 2’-hidroxiflavanona, vem sendo estudada em diversos tipos de cancer,
demonstrando resultados promissores e seletivos (Nagaprashanta et al. 2011; 2018;
2019; Hsiao et al. 2007; Shin et al. 2012; Singhal et al 2015; Bose et al, 2019; Yue et
al. 2020).

O presente estudo da continuidade ao estudo dos efeitos da 2HF em L.
amazonensis resistentes ao antiménio. O primeiro passo foi avaliar o efeito da 2HF
em amastigotas resistentes. Observamos entdo a capacidade ja destacada da 2HF
de provocar um efeito inibitério em amastigotas de L. amazonensis. Este resultado
se mostra similar a outros estudos do grupo que demonstram o efeito de diversos
flavonoides contra espécies de Leishmania (Fonseca-Silva et al. 2013; Inacio et al.
2013; In&cio et al. 2014; Fonseca-Silva et al. 2015; Fonseca-Silva et al. 2016;
Emiliano & Almeida Amaral 2018; Inacio et al. 2019).

A 2HF demonstrou um ICso de 3,09 uM para amastigotas sensiveis e 3,36 UM
para resistentes, valores muito proximos. Este efeito é visualmente comprovado nas
fotomicrografias que demonstram a diminuicdo do numero de amastigotas dentro

dos macrofagos e a diminuicdo do numero de macrofagos infectados provocados
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pela 2HF para ambas. O indice de seletividade da 2HF também se mostra similar
para amastigotas sensiveis (28,5) e resistentes (26,2). Segundo Katsuno et al.
(2015), moléculas promissoras para o tratamento de doencas infecciosas devem
apresentar um indice de seletividade maior que 10. A 2HF se enquadra nesse
parametro, sendo aproximadamente trés vezes mais seletiva do que o proposto,
destacando a capacidade da 2HF de provocar efeito, sem atingir concentragdes que
sejam prejudiciais as células.

Comparada a outros flavonoides, a 2HF demonstra um efeito em células
sensiveis similar a epigallo catequina-3-gallato (EGCG), quercetina e apigenina,
flavonoides estudados pelo grupo, cujo ICso em amastigotas de L. amazonensis s&o
1,6, 3,4 e 4,3 uM respectivamente (Fonseca-Silva et al. 2013; Fonseca-Silva et al.
2016; In4cio et al. 2013). A 2HF demonstra ser mais seletiva que a apigenina e
guercetina, que demonstram indices de seletividade de 18,2 e 16,8 respectivamente.
Porém, se mostra menos seletiva que a EGCG, cujo indice de seletividade é 129,4.
Comparando a outros flavonoides como a Brachdina B e Brachdina C, estudados
por Rocha et al. (2018) demonstram ICso de 2,2 e 6,5 pM em amastigotas de L.
amazonensis, valores proximos ao ICso demonstrado pela 2HF. Porém, ambos
biflavonoides demonstram um indice de seletividade menor que a 2HF (9,1 e 3,2
respectivamente), tendo a Brachdina C um indice menor do que o indice
preconizado para uma molécula promissora (Katsuno et al., 2015).

Uma vez determinado os efeitos in vitro da 2HF em L. amazonensis resistente
ao antiménio, o proximo passo foi avaliar o efeito da 2HF por via oral em modelo de
leishmaniose cutanea experimental. O primeiro passo foi confirmar a capacidade
infectiva de promastigotas resistentes ao antiménio em camundongos BALB/c,
resultado que pode ser confirmado pela figura 4.4A demonstrando o
desenvolvimento da lesdo em camundongos tratados somente com o veiculo e 4.4C
destacando uma carga parasitaria maior se comparada com a carga obtida no
experimento in vivo de células sensiveis (Gervazoni et al. 2018). O efeito da 2HF
também se mostra similar em infeccdo in vivo por células sensiveis e resistentes,
demonstrando uma diminuicdo do tamanho da leséo e da carga parasitaria em
comparacdo ao grupo controle e ao controle positivo, Glucantime. A avaliagédo de
parametros bioquimicos e hematologicos também pontua o efeito seletivo da 2HF
para o parasito uma vez que a dose utilizada, 50mg/kg/dia n&o foi capaz de provocar

nenhuma alteracao de parametros toxicolégicos como ALT, AST e creatinina.
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Os resultados prévios obtidos da 2HF em L. amazonensis sensiveis em
conjunto com os resultados obtidos neste trabalho para L. amazonensis resistentes,
indicam um grande potencial da 2HF para o tratamento da Leishmaniose, uma vez
gue a 2HF se mostra seletiva ao parasito em ambos 0s casos, in vitro e in vivo.

Apesar do avanco no estudo do potencial leishmanicida de diversas classes
de metabdlitos secundarios como terpenoides, quinonas, alcaloides e flavonoides
(Gervazoni et al., 2020), segundo Schimidt et al. (2012), pela complexidade das
estruturas e a dificuldade de investimento, pouquissimas moléculas provenientes de
produtos naturais ultrapassam a barreira dos experimentos in vitro e in vivo,
chegando a possiveis estudos pré-clinicos e clinicos.

Com objetivo de atravessar essa barreira e dar um passo adiante na busca e
desenvolvimento de um possivel novo farmaco, a proposta de avaliar os efeitos pré-
clinicos da 2HF foi colocada em pratica. Estudos destacam a importancia da etapa
pré-clinica uma vez que ao observar os efeitos de um composto em animais, pode-
se prever e até contornar possiveis efeitos adversos ao homem (Polson & Fuiji,
2012).

A primeira etapa foi avaliar a toxicidade aguda da 2HF, com doses unicas,
aumentadas em progressao, seguindo o manual n°425 da OECD. A 2HF néo foi
capaz de alterar nenhum parametro clinico e consumos de agua e ragdo. O peso
relativo dos 6rgdos nao foi alterado e ndo houve mortalidade no estudo para ambos
0S géneros.

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos, camundongos machos
demonstraram um leve aumento dos parametros &cido Urico, proteinas totais e
albumina. Quando um farmaco chega a corrente sanguinea, ele pode se ligar a
proteinas plasmaticas como a albumina e outras. Essa ligacéo é reversivel, porém,
dependendo da velocidade de difusdo do farmaco pelos capilares, a ligacédo
farmaco-proteina pode durar um tempo maior. Assim, valores aumentados como
proteinas totais e albumina, podem indicar uma menor concentracdo disponivel de
2HF.

O aumento dos niveis de acido urico pode indicar uma reacdo ao farmaco,
possiveis danos metabdlicos ou diminuicdo da funcéo renal, fatores esses que nao
sdo corroborados uma vez que os niveis de creatinina, indicativo de fungéo renal,
ndo sofreram alteracbes em relacdo ao controle e sendo o figado o 6rgéo

responsavel por metabolizar a maioria dos compostos, parametros hepaticos como
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alanino aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) deveriam
demonstrar alteracao, o que néo foi observado.

A Unica alteragdo bioquimica observada em fémeas € o aumento da creatina
quinase (CK), uma molécula formada por um dimero que possui trés isoenzimas que
podem ser encontradas no musculo estriado esquelético e miocardio, musculatura
cardiaca e tecido cerebral. As causas do aumento dos niveis séricos de CK podem
ser: infarto agudo do miocérdio (IAM), rabdomidlise, distrofia muscular progressiva,
lesdo muscular por esmagamento, acidente vascular cerebral (AVC), tétano,
intoxicacdo por monoxido de carbono, alcoolismo crénico, psicose, hemofilia grave,
dermatomiosite, doenca renal cronica, distrofia muscular (Alves et al. 2019).

A avaliacdo da toxicidade de doses repetidas (cronica) da 2HF demonstrou
que o tratamento oral, feito com 3 diferentes doses de 2HF (5 mg/kg/dia; 50
mg/kg/dia; 500 mg/kg/dia) ndo alterou os parametros clinicos avaliados. Segundo
Raza et al. (2002), alteracbes no peso corporal podem indicar efeitos adversos.
Apesar de demonstrar uma leve desaceleracdo, ndo significativa, no ganho de peso
de fémeas, o consumo de agua e racdo ndo foi alterado e n&do ocorreram
mortalidades durante o experimento.

Na avaliagdo do peso relativo dos 6rgdos, hd uma ligeira diminuicdo do
tamanho do figado de machos. Khandare et al. (2015) avaliaram a toxicidade aguda
de glicosideos extraidos do fenacho (Trigonella foenum-graecum ou feno-grego)
onde a dose maxima utilizada no estudo causou um aumento do peso relativo do
figado. Cunha-Junior et al. (2016), demonstrou que a dose de 50mg/kg/dia da LQB-
118, uma pterocarpanoquinona, causou um leve aumento do peso relativo do figado
de camundongos Swiss webster.

Ao avaliar os parametros bioguimicos, ndo ha uma similaridade de alteracao
de parametros em relacdo aos machos. Nenhuma das doses utilizadas de 2HF
provocou alteracdo significativa dos niveis de proteinas totais, albumina ou &cido
arico. Diferente da toxicidade aguda, ndo foi observada alteracdo dos niveis de
creatinina quinase (CK) em nenhum grupo observado. Em contrapartida, todas as
doses de 2HF provocaram uma diminui¢cdo de alanino aminotrasnferase (ALT). Gella
(1994) discute a diminuigdo dos niveis de ALT mediante falha renal, além de certos
medicamentos também serem capazes de diminuir os niveis dessa enzima (Kramer
& Hoffman, 1997). J& para fémeas, observamos uma similaridade com a toxicidade

aguda, uma vez que as doses de 50 e 500 mg/kg/dia foram capazes de provocar um
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aumento significativo dos niveis séricos de creatina quinase. Um aumento pontual
dos niveis de sodio também foi observado para a dose de 50 mg/kg/dia.

Para responder melhor os resultados bioquimicos obtidos, realizamos uma
analise histopatologica dos oOrgdos. Em todos os 0Orgaos, jA no grupo controle
podemos observar alteracdes basais, seja de pontos focais de necrose, infiltrados
inflamatoérios ou depdsito de gordura. Uma vez que os niveis de creatina quinase se
mostraram elevados na andlise bioguimica, esperava-se encontrar danos teciduais
mais acentuados no coracdo, o que nao foi possivel uma vez que as fibras
musculares se mantiveram preservadas. Ja pelos niveis de ALT e diminuicdo do
peso do figado observados, esperava-se um dano tecidual maior no figado dos
animais, com mais pontos de necrose, o que explicaria uma possivel diminuicdo do
peso relativo e concomitante diminuicdo dos niveis enzimaticos. Porém, mesmo com
a presenca de pontos de esteatose e infiltrados inflamatdrios, os hepatocitos e o
tecido de maneira geral se encontram também preservados. ISSo se repete com 0s
rins, uma vez que a diminuicdo de ALT e o aumento de &cido Urico pode indicar
falha renal. Apesar de uma hemorragia destacada na maior concentracao, podemos
observar a preservacédo das células e do cortex e medula renal.

Dados da literatura demonstram uma certa normalidade ao encontrar danos
histopatolégicos leves em testes pré-clinicos em camundongos, que ndo levam a
problemas mais sérios. Estudos pré-clinicos, também baseados nos manuais 407 e
425 da OECD, com capsulas de bacnil e glicosideos derivados de fenacho, ambos
naturais, demonstram leves alteracées bioquimicas e histopatoldgicas, porém em
doses mais elevadas do que as doses que ja possuem efeito conhecido, portanto
estas seriam seguras (Khandare et al. 2015; Panigrahi et al. 2019).

Segundo Singh, 2002, um bom candidato a farmaco deve exibir boas
propriedades farmacocinéticas. Para que sejam obtidos o0s parametros
farmacocinéticos, € necessario que se desenvolva um método de deteccdo para o
composto desejado. Sendo assim, um meétodo bioanalitico foi desenvolvido para
2HF em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS).

Apo6s a administragdo de uma dose unica de 10 mg/kg da 2HF via oral em
camundongos BALB/c, o sangue foi coletado para quantificacdo da concentragao
plasmatica de 2HF em diferentes tempos de coleta estabelecidos utilizando o
método validado. Observamos que a curva concentragdo X tempo da 2HF

demonstrou um perfil comum a curvas de concentracdo plasmatica de administracao
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por via oral. Diferentemente da via intravenosa, que permite a biodisponibilidade
direta do composto no sangue ja no tempo 0O de administracdo atingindo o pico
maximo da curva, a via oral, por atravessar etapas de digestdo e metabolizacao, faz
o0 caminho inverso, com uma baixa biodisponibilidade no tempo 0 atingindo
posteriormente sua concentracdo maxima.

Para o céalculo dos parametros farmacocinéticos foi realizada uma analise ndo
compartimentalizada. Para simulacdo de dose Unica ou multiplas, foi escolhido o
modelo de 2 compartimentos.

Podemos observar que a 2HF atingiu o pico maximo de concentracdo no
tempo de 5 minutos (Tméx), com um Cméax de 185,86. O tempo de meia vida (T %)
determinado da 2HF é de 97,52 minutos. O tempo de meia vida € um parametro
muito importante obtido no estudo da farmacocinética de um composto. Ele dita o
intervalo de tempo no qual a concentracdo do mesmo é reduzida a metade. Uma vez
definido o tempo de meia vida da 2HF sabemos que a cada 97,52 minutos, sua
concentracdo sera reduzida pela metade. Sendo um tempo muito curto, 0 composto
sera eliminado totalmente do sistema de maneira muito rapida, podendo nao realizar
o efeito desejado. Ambos Tmax e T ¥ da 2HF sdo muito inferiores se relacionados
ao estudo da farmacocinética da apigenina, publicado em 2004 por Gradolatto et al.
Nesse estudo, a apigenina, também pertencente a classe dos flavonoides,
apresentou em dose Unica oral de 10 mg, um Tméax de 24 horas e um T %2 de 91,8
horas, tempos muito maiores do que os apresentados pela 2HF.

O primeiro questionamento levantado quanto aos parametros apresentados
pela 2HF é a questdo do Tmax e T % muito curtos. Foster et al. (2015) citam a
administracdo via gavagem como uma questao a ser considerada uma vez que, ela
alterou os niveis sistémicos disponiveis de magnésio comparados com consumo
normal de agua e racdo. O tempo de meia vida muito curto apresentado é
considerado como preocupante uma vez que a 2HF via oral ndo é capaz de atingir
0s niveis de concentracdo plasmatica necessarios para um steady state em um
modelo de doses a cada 8, 12 ou 24 horas (tempos mais comuns de administragao
de medicamentos). Porém, ao voltar no experimento in vivo da 2HF em modelo
experimental de leishmaniose cutanea, observamos um efeito significativo da
mesma com doses diarias de 50 mg/kg, em 35 dias, provando que mesmo com um
curto tempo de meia vida, a 2HF promove o efeito desejado. Como hipétese para
justificar o efeito da 2HF em modelo de leishmaniose cutanea temos o surgimento

de um pico diferente do analito observado nos cromatogramas apenas de sangue de
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camundongos contendo a 2HF nos tempos de coleta. Apos realizar a injecdo da 2HF
em um espectrometro de massas do tipo TOF (time off light), o espectro obtido
demonstrou um pico de massa 319 Da sendo este um possivel metabdlito da 2HF.

A correlacdo entre as massas e estrutura da 2HF e do possivel metabdlito
observado, sugere que este possivel metabdlito tenha sido sulfatado, ou seja, a
metabolizacdo da 2HF promoveu uma substituicdo do hidrogénio da posigéo 2’ por
um grupo sulfato no anel B. A possivel estrutura quimica do metabdlito pode ser

observada na figura abaixo.

SO;H

N

0

Figura 5.1 Possivel metabdlito da 2HF.

Estudos relatam a sulfatacdo de flavonoides nas etapas de metabolizacéo
(Chao et al. 2002). Apés a administracdo de 50mg/kg por via oral em ratos da
fisetina, um flavonoide da classe flavonol, Shia et al. (2009) observaram o aumento
de metabdlitos sulfatos no soro apds avaliagcdo por HPLC.

A possibilidade de que a 2HF seja sulfatada na sua metabolizacdo abre
precedentes para explicar o seu efeito em doses Unicas diarias, uma vez que nas
corridas analiticas o pico indicativo do mesmo aparenta aumentar de maneira
inversamente proporcional a diminui¢do do pico da 2HF. O efeito da 2HF poderia ser
explicado pelo aumento do metabdlito livre que pode provocar o mesmo efeito que a
2HF ou até ser mais ativo. Estes resultados levaram a consideracdo de um estudo
futuro sobre esse metabdlito a partir da sua sintese para possivel deteccao,

quantificacdo e corroboracéo dos resultados obtidos.

95



6 PERSPECTIVAS

Este trabalho trouxe como perspectivas uma futura sintese e
deteccao/quantificacdo de um possivel metabdlito sulfatado da 2HF. Também como
se faz necessario o estudo do efeito desse metabdlito in vitro e in vivo em
Leishmania, para fins de comparacéo com a 2HF.

Outra perspectiva que vem a tona € a possibilidade de outra alternativa de
entrega da 2HF como nanoencapsulamento, que regularia a liberacdo de 2HF e

poderia melhorar seus parametros farmacocinéticos.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho fortalecem a indicacdo da 2HF como possivel

alternativa a quimioterapia da Leishmaniose uma vez que:

Demonstra efeito sobre L. amazonensis resistente ao antimonio;

Pode ser considerada segura em termos de toxicidade uma vez que
apresentou pequenas alteracdes bioquimicas e histopatolégicas e nenhuma
mortalidade.

Demonstra o perfil farmacocinético da 2HF por via oral em modelo
murino, resultado este que pode ser aplicado ndo s6 no ambito da leishmaniose mas
em diversos campos de estudos onde a 2HF esta inserida;

Destaca o curto tempo de meia vida, trazendo novas perspectivas
sobre formulacdes e descoberta/quantificacdo de um possivel metabdlito ativo
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