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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

KAREN DO S SANTOS CHARRET

Atualmente, ndo ha vacina eficaz e o controle das leishmanioses depende
principalmente da quimioterapia. Recentemente, novos compostos sintéticos os
derivados carbohidrazidas pirazolicas apresentaram atividade em Leishmania
amazonesis in vitro e quando testadas em modelo experimental murino de
infeccdo de L. amazonensis mostraram um efeito terapéutico significativo. Um
estudo com compostos intermediarios da sintese das carbohidrazidas poderia ser
interessante, pois estes possuem uma potencial atividade leishmanicida e
ajudaria a compreender os mecanismos de acado dos compostos finais. Por outro
lado, € necessario conhecer o comportamento do sistema imune frente a estes
compostos na infeccdo por leishmaniose. Os compostos precursores nao foram
ativos em formas promastigotas de L amazonensis. No entanto, todos os
compostos apresentaram atividade sobre formas amastigotas e sem
citotoxicidade em célula de mamiferos. Aqui, foi sugerida a contribuicdo
farmacoforica do anel N-heteroaromatico para a atividade leishmanicida e do
grupamento hidrazina para o composto intermediario. Além disso, foi mostrado
que todos os compostos podem induzir um aumento da producéo de éxido nitrico
em macroéfagos estimulados ou ndo. Em camundongos CBA infectados com L.
amazonensis e tratados por via oral com os derivados carbohidrazidas, o estudo
histopatolégico revelou que mudancas na derme foram correlacionadas com o
tamanho macroscépico da lesdo. Camundongos CBA infectados e tratados
tinham lesdes cutaneas menores, e as estruturas da epiderme e derme tinham
niveis mais baixos de infiltrado inflamatorio, comparadas com as de camundongos
controles infectados e né&o tratados. Também foi observado um infiltrado
inflamatorio misto contendo linfocitos e neutrofilos. Alem disso, expressao de IL-4
RNAm foi menor no grupo tratado. Um aumento dos niveis de anticorpos da
subclasse especifica anti-Leishmania 1gG2a/lgG3 foi observado nos grupos
tratados com as pirazol carbohidrazidas. Um aumento dos niveis de anticorpos
das subclasses especificas anti-Leishmania 1gG2a e 1gG3 foi observado nos
grupos tratados com as pirozol carbohidrazidas. De modo geral, os resultados
experimentais com os derivados carbohdrazidas exercem efeitos terapéuticos
significativos, podendo agir diretamente sobre o parasito e/ou sobre as células
dos sistemas imune do hospedeiro.
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ABSTRACT
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There is no vaccine in clinical use, and the control of leishmaniasis relies mainly
on chemotherapy. Recently, new synthetic pyrazole carbohydrazide compounds
presented activity against L. amazonesis in vitro and when tested in an
experimental murine infection model with L. amazonensis showed a significant
therapeutic effect. Study with intermediary carbohydrazide compounds could be
interesting because of its potential leishmanicidal activity and will help to
understand the mechanism of action of the compounds. In another hand, it is
necessary to know the immune system behavior with these compounds on
leishmanial infection. The precursor compounds did not present activity on
promastigote forms. However, all the compounds exhibited activity on amastigote
forms and without cytotoxicity to the mammalian cell. Herein, it is suggested the
pharmacophoric contributions for the leishmanicidal activity of the groups N-
heteroaromatic ring and hydrazine in intermediary compound. Moreover, this study
demonstrates that all compounds might increase NO production by stimulated or
not macrophages. In CBA mice infected with L. amazonensis and orally treated
with pyrazole carbohydrazides, the histopathological study revealed that changes
in the dermis were correlated with the macroscopic size of the lesion. Infected
CBA mice treated with pyrazole carbohydrazides had smaller skin lesions, and the
structures of the epidermis and dermis had lower levels of inflammatory infiltration
compared with the untreated infected control mice. It was also observed a mixed
inflammatory infiltrate containing lymphocytes and neutrophils In addition, IL-4
MRNA expression was at a lower level in the treated group. Increased levels of the
specific anti-Leishmania 1gG2a/lgG3 antibody subclasses were observed in the
pyrazole carbohydrazide-treated group. Overall, the experimental findings suggest
that carbohydrazide derivatives exert significant therapeutic effects with
leishmanicidal activity and/or on cell from immune system host.
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1 - Introducéao
1.1 Ordem Kinetoplastida

Os kinetoplastidas sdo uma ordem de protozoarios flagelados (Davila e Styler,
2002), pertencenes ao filo dos Englenonozoa, juntamente com Euglenoidea e os
Diplonemea (Preisfeld e cols. 2001; Moreira e cols. 2001, Busse & Preisfeld,
2003). Os kinetoplastidas divergem dos outros protozoarios de seu filo
principalmente pela presenca de uma estrutura Gnica, o cinetoplasto (Hannaert e
cols. 2003; Leander, 2004), uma massa de DNA em uma mitocondria Unica, que
tem sua fungao, estrutura e modo de replicagéo diferenciada.

O cinetoplasto consiste em uma rede complexa de numerosos aneéis
encadeados de duas diferentes formas: algumas centenas de anéis de DNA
duplo, chamados minicirculos, e a segunda, com poucas duzias de anéis muito
maiores, chamados maxicirculos, os quais respectivamente participam da edicao
de genes transcritos; e codificam proteinas e RNA tipicos da mitocdndria (Morris e
cols. 2001; Klingbeil e cols. 2004). De acordo com a fase do ciclo de vida do
microorganismo, o cinetoplasto pode ser observado em diferentes posicdes em
relacdo ao nacleo (Vickerman 1985).

Outra caracteristica peculiar a esta ordem é a presenca de um peroxissomo
diferenciado chamado glicossomo, que desempenha papel central no seu
metabolismo. Esta organela armazena algumas enzimas que fazem parte de vias
anabdlicas e cataliticas, incluindo as principais rea¢fes da via glicolitica e da via
das pentoses. Esses organismos realizam reedicdo de DNA e usam a bolsa
flagelar para trafico de moléculas entre células (Opperdoes & Borst, 1977;
Opperdoes, 1987; Vickerman, 1994; Michels e cols., 2000).

13
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Figura 1- Desenho esquematico da estrutura de um organismo
kinetoplastida, no detalhe, em aumento, se observa um corte do cinetoplasto,
evidenciando os minicirculos. Adaptado de Vickerman 1985; Hannaert e cols.
2003; Klingbeil e cols. 2004)
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Entre os seres pertencentes a ordem kinetoplastida, podem ser
encontrados organismos causadores de enfermidades humanas e veterinarias,
assim como seres de vida livre (Simpson & Roger, 2004). Os organismos
pertencentes a ordem Kinetoplastida estdo divididos em duas subordens, a
Trypanosomatina, que compreende 0s parasitos obrigatérios e a Bodonina, a qual
pertencem os microorganismos de vida livre (Hoare, 1972).

Os tripanosomatideos possuem uma morfologia relativamente uniforme e
possuem a capacidade de parasitar uma grande diversidade de hospedeiros,
incluindo animais, plantas e outros protistas. Estes protozodarios adaptam com
facilidade o seu metabolismo energético com a disponibilidade de substratos e
oxigénio, e isso pode dar-lhes a capacidade de instituir novos ciclos de vida de
acordo com os padrbes de comportamento (Vickerman, 1994). O Trypanosoma
cruzi (doenca de Chagas), Leishmania spp. (leishmanioses), o Trypanosoma
brucei gambiense e T. b. rhodesiense (doenca do sono humana) sdo os maiores
patdgenos humanos (Davila & Tyler, 2002). T. congolense, T. vivax e T. b. brucei,
T. evansi causam doencgas economicamente importantes em rebanhos e animais

domeésticos.
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1.2 — LEISHMANIOSE

As doencas parasitarias, ainda hoje, denotam grandes preocupacdes
relacionadas a saude publica (OMS, 2010). Dentre estas destacamos a
leishmaniose, doenca infecciosa causada por protozoarios do género Leishmania.
Esta doenca apresenta duas formas clinicas principais: i) leishmaniose
tegumentar, que inclui as formas cutanea (LC), muco-cutanea (LM), difuso
cutanea (LDC) e cutanea disseminada (LD); ii) leishmaniose visceral (LV), que
incidem em regides tropicais e subtropicais do mundo (Ashford e cols, 1992).

Segundo a OMS (2007), as leishmanioses atingem cerca de 10 milhdes de
pessoas no mundo e 350 milhdes de individuos vivem em éarea de risco. O
namero de paises afetados pela leishmaniose chega a 82 (Figura 1, 2), porém em
apenas 32 destes paises, a notificacdo é compulsoria, fato que pode estar
subestimando o numero de casos. De acordo com Reithinger e colaboradores
(2010), o numero de novos casos a cada ano é de cerca de 2 milhdes de
pessoas e 0 numero de mortes decorrentes da evolucdo da doenca é de 59.000.
Foram relatados casos de leishmaniose em paises europeus em virtude da co-
infeccdo com o virus HIV (Agostoni e cols. 1998; Marty & Rosenthal, 2002; Cruz e
cols., 2006), constituindo um grave problema, inclusive pela dificuldade na
escolha do tipo de tratamento (Alvar e cols., 1997; Desjeux e cols., 2004). Os
casos de co-infec¢do Leishmania/HIV ja foram relatados em 34 paises na Africa,
Asia, Europa e América Latina (Desjeux & Alvar, 2003; Rabello e cols., 2003).

Na América Latina, a endemia em expansdao € alvo de grande
preocupacao em varios paises, especialmente no Brasil, onde sao registradas as
maiores incidéncias de leishmaniose visceral e tegumentar americana (Grimaldi e
cols., 1989). Somente no ano de 2002 cerca de 40.000 doentes com LC foram
notificados (Desjeux, 2004).

No Brasil a LV esta em franca expansao geografica, distribuida em 19
estados, em 1551 municipios registrados entre os periodos de 1994 a 2002. Tem
sido observado no pais, aproximadamente, 3.000 casos/ano com letalidade média
de 8% (Funasa, 2006).
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A leishmaniose cutanea ocorre em todos os estados brasileiros. Estima-se
gue na regidao da Amazébnia grande parte dos habitantes (51,8 %) ja teve contato
com o parasito (Fonseca e cols., 1973). H4 um grande interesse na pesquisa e
controle das leishmanioses, visto o notavel aumento no nimero de casos. O que
também desperta atencdo é o fato desta doenca, caracteristica de regibes
florestais, ocorrer notavelmente em regides peri-urbanas e urbanas. Acredita-se
que este fato esta relacionado a migracao de individuos do campo a cidade e ao
avanco da construcdo de casas em areas florestais (Passos e cols., 1993; Luz e
cols., 2001).

A situacgéo torna-se ainda mais grave sabendo-se que, apenas em junho de
2003, quase 100 casos de co-infeccdo Leishmania/HIV foram notificados no
Brasil. Neste estudo, foi observado que cerca de 37% destes casos sao de LV e
63% de LC (Rabello e cols., 2003, Nascimento e cols., 2011).

Em 1911, o médico brasileiro Gaspar Vianna, que também descreveu pela
primeira vez a infeccdo por Leishmania braziliensis, prop6s o tratamento da LC
com o tartaro emético, um antimonial trivalente, que mas tarde devido a sua
tocixidade foi substituido pelos antimoniais pentavalentes. Ainda hoje, antimoniais
pentavalentes sdo usados como drogas de primeira escolha, porém sob duas
formulacdes: antimoniato de meglumina (glucantime) e estibogluconato de sédio
(pentostan).

O tratamento com as drogas convencionais nao tem demonstrado bons
resultados em pacientes imunossuprimidos (Balafia-Fouce e cols., 1998). Além
disso, sdo altos os indices de casos de resisténcia adquirida as drogas de
primeira escolha, o que tem colocado como obsoleto o uso dos antimoniais
pentavalentes na india (Sudar, 2001). Porém essas drogas ainda s&o bastante
usadas em outros paises.

A reducd@o no numero de casos de leishmaniose humana poderia ser feita
através da adocdo de medidas profilaticas, interrompendo os ciclos de
transmissao natural e o tratamento de pacientes infectados por diminuir o tempo
de exposicdo de parasitos aos vetores. Porém, ha diversos fatores que se
interpdem a este objetivo:

» Adiversidade de espécies de Leishmania patogénicas;

* O quadro epidemiolégico complexo das infec¢bes, dos reservatorios e

17



dos vetores envolvidos na transmisséo;

* Auséncia de uma vacina eficaz e, consequentemente, de programas de
vacinacao em areas endémicas;

 Crescente resisténcia dos parasitos as drogas utilizadas e seus

diversos efeitos colaterais.

Os meétodos atuais de profilaxia e controle do vetor, que envolvem
pulverizacdo de residéncias com inseticidas residuais e a exterminagcao de cées,
sao ineficazes e caros. Ha novas alternativas, como 0 uso de coleiras repelentes

para caes, que podem render bons resultados.
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Distribution of visceral leishmaniasis, worldwide, 2009
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Figura 1 — Mapas demonstrativos dos paises com casos de leishmaniose visceral.
Os paises com casos de LV estdo indicados com um circulo azul, o tamanho
deste esta correlacionado com o niumero de casos notificados (OMS, 2009,
capturado em 10/07/11).
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Distribution of cutaneous leishmaniasis, worldwide, 2009
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Figura 2 — Mapas demonstrativos dos paises com casos de leishmaniose
cutanea. Os paises com casos de LC estédo indicados com um circulo azul, o
tamanho deste esta correlacionado com o numero de casos notificados (OMS,
2009, capturado em 10/07/11).
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1.3. CARACTERIZACAO E CLASSIFICACAO DO PARASITO CAUSADOR DA
LEISHMANIOSE

O parasito do género Leishmania €é um protozoario da familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Os protozoarios desta ordem
apresentam uma unica mitocéndria bem desenvolvida proxima ao flagelo, também
chamada de cinetoplasto e contendo DNA (kDNA). As leishmanias séao
organismos flagelados, apresentando duas formas evolutivas distintas durante

seu ciclo biolégico:

 Promastigota (Figura 3a), forma alongada fusiforme, extracelular, tem um
flagelo livre e é encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Bates &
Rogers, 2004);

* Amastigota (Figura 3b), arredondada, seu flagelo € rudimentar, intracelular,
parasita seletivamente células do sistema fagocitico mononuclear de seus
hospedeiros vertebrados. Contudo, ja se observou a forma amastigota em
outros tipos celulares, como neutrdfilos, fibroblastos e células dendriticas
(Chang e cols., 1981; Ritting & Bogdan, 2000; Laufs e cols. 2002).

As diferencas entre estas duas formas, ndo sdo s0 morfolégicas, existem
diferencas moleculares e bioquimicas importantes. Estas incluem catabolismo de
glicose e utilizacdo de acidos graxos (Coombs e cols. 1982; Hart & Coombs;
1982; Mottran & Coombs,; 1985; Meade e cols.1984), nucleases (Bates & Rogers,
1993), cisteina proteinases (Coombs & Mottran, 1997), metabolismo de purinas
(Hassan e cols. 1985), fosforilacdo de proteinas (Dell & Engel 1994) e expressao
génica (Charest & Matlashewski, 1994).
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Figura 3 — (a) forma promastigota; (b) forma amastigota do género Leishmania.

Retirado das paginas da web: www.qir.con www.turso.terra.com.br.

Cerca de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania sdo patogénicas
ao homem (Desjeux, 2004). A classificacdo e a nomenclatura das leishméanias
oferecem grandes dificuldades por serem as espécies, morfologicamente muito
parecidas, até mesmo indistinguiveis, sendo necessario o uso de métodos
moleculares e de analise enzimatica para esta distingdo. Logo, a taxonomia de
Leishmania € também muito complexa e diversos esquemas foram propostos
para sua classificacéo. A divisdo proposta por Lainson & Shaw (1987) considera o
desenvolvimento do parasito no trato digestivo do inseto e sua importancia
evolucionaria e biologica. Mais tarde, surge a divisdo do género Leishmania em
dois subgéneros: Viannia, Lainson & Shaw, 1987 e Leishmania, Saf janova 1982
(Lainson & Shaw, 1987). De acordo com essa divisdo o ultimo subgénero inclui os
agentes etiologicos desta doenca no Velho Mundo (complexos L. tropica, L. major
e L. donovanii), e também parasitos do Novo Mundo, tais como as espécies do
complexo L.mexicana (agentes da leishmaniose tegumentar Americana).
Entretanto, o subgénero Viannia agrupa unicamente Leishmania do Novo Mundo
(complexos L. braziliensis, L. naiffi, L. guyanensis L. panamensis e L. shawi).
Atualmente, as técnicas de biologia molecular representam uma importante
ferramenta para o estabelecimento de relacdes filogenéticas entre as espécies e
podem ter grande aplicabilidade, servindo de critério a uma distingdo taxonémica
(Cupolillo e cols., 2001). Consequentemente, as técnicas de biologia molecular
contribuem para estudos epidemiolégicos e de desenvolvimento de vacinas
(Grimaldi & Tesh, 1993).
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1.4 CicLO BI1OLOGICO DA LEISHMANIA

A leishmaniose € uma doenca zoondética e antropozoonotica, que incide em
areas rurais e periurbanas. O parasito causador desta doenca necessita de
hospedeiros vertebrados e invertebrados para completar seu ciclo de vida. H4 um
grande numero de animais vertebrados que servem de reservatorio e que sao
mamiferos das seguintes ordens: Rodentia, Carnivora, Primata, Marsupialia,
Endentata, e Equidae (Gramicci & Gradone, 2005). Porém, os roedores sao 0s
principais hospedeiros vertebrados.

O hospedeiro invertebrado, vetor da leishmaniose é um inseto, ordem Diptera
da familia Psychodidae e sub-familia Phlebotominae (Figura 4). Os flebotomineos
sdo holometabdlicos, presentes em locais umidos e suas larvas sao muito ativas,
deslocando-se rapidamente e se disseminando facilmente. Os flebotomineos sdo
encontrados em quase todas as partes do mundo, contudo sdo mais presentes
nas regides neotropicais. Dois géneros estdo diretamente envolvidos na
transmissdo das leishmanioses (Magill e cols. 1993): no Velho Mundo os
transmissores da leishmaniose sdo do género Phlebotomus, enquanto no Novo

Mundo s&o do género Lutzomyia.

Figura 4 — Desenho ilustrativo do inseto flebotomineo, vetor da leishmaniose.

(cassilandiajornal.com.br, capturada em 12/07/2011)
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As leishmanias sdo transmitidas ao homem e outros vertebrados, através
picada do inseto flebotomineo, que durante o ato de hematofagia regurgita formas
promastigotas metaciclicas infectantes no hospedeiro vertebrado. A adesao do
promastigota a ceélula hospedeira € mediada por interacdes do tipo ligante/
receptor e culminando na fagocitose. O parasito se liga a receptores, assim como
o receptor de complemento C3 (Kane & Mosser, 2000; Mosser & Brittinghem,
1997), de fibronectina (Peter e cols. 1995) e receptores de agucares como 0O
receptor de manose-fucose (Chang e cols. 1990), e outros (Mosser e cols. 1983).
Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasito ir4 infectar células do sistema
fagocitico mononuclear e com a formacgédo do fagolisossoma e a acidificagdo do
meio, vai se diferenciar na forma amastigota, que é capaz de resistir as hidrolases
acidas, sobreviver e se multiplicar dentro dos macréfagos por divisdo binaria
(Zilberstein & Shapira, 1994). A célula infectada e repleta de parasitos se rompe,
liberando as formas amastigotas, que irdo infectar outras células se disseminando
no organismo (Figura 5).

Ao realizar o repasto sanguineo, o flebotomineo pode adquirir o parasito.
No tubo digestorio do inseto vetor, o parasito, na forma promastigota sofre varias
etapas de diferenciagdo até a forma metaciclica na regido da probdscida,
Paralelamente as modificacdes morfologicas ocorrem mudancas
predominantemente nas macromoléculas de superficie, que lhe conferem maior
infecciosidade (Sacks e cols., 1994, Kaye & Scott, 2011).
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FIGURA 5 — Ciclo biologico da Leishmania sp. Insetos flebotomineos durante o
repasto sanguineo, adquirem formas intracelulares de Leishmania (7), quando
vao para o tubo digestério (8), sofrendo modificacdes, até se transformarem em
formas promastigotas metaciclicas (9-10). Estas migram para a probdscida do
vetor, que transmite ao hospedeiro vertebrado em um novo repasto sanguineo do
inseto. No hospedeiro vertebrado (1), o parasito desenvolve-se no interior do
macréfago, diferenciando-se em amastigota (2-4), que apos intensa multiplicacao
do parasito rompe-se (5) liberando amastogotas (6) que vao infectar outras
células. Ciclo biologico da leishméania (modificado de www.parasitologia.com.br;
capturado em 28/03/11)
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1.5 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS CLINICAS DA INFECCAO POR LEISHMANIA

As infecgOes por leishmania, de maneira geral, se iniciam com uma pequena

les&o caracteristica. O curso desta infeccéo esté intrinsecamente relacionado com

a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da espécie de parasito envolvida.

As caracteristicas da doenca podem variar de acordo com a espécie de

leishménia envolvida na infeccdo (Reithinger e cols., 2007). Essa infeccdo

apresenta-se bastante diversa e complexa, variando de casos benignos de lesdes

cutdneas com cura espontanea a casos fatais de infeccdo visceralizada

(Herwaldt, 1999). Desta forma, as leishmanioses podem ser organizadas em

cinco grupos de acordo com a evolugdo da doenca, sinais clinicos durante a
infeccéo (Grimaldi & McMahon-Pratt, 1991, Reithinger e cols. 2007):

Leishmaniose cutédnea (LC), seus principais agentes etioldgicos sao: L.
braziliensis, L. mexicana, L. tropica e L. major que apresentam lesdo de
pele Unica, ulcerada ou ndo, de extensao variada. Pode estar presente em
varias partes do corpo e em geral, a lesdo regride espontaneamente. A L.
amazonensis € 0 agente etiologico da forma cutdnea da doenca
principalmente no norte e nordeste do Brasil. Esta espécie foi descrita
como também responsavel por outras formas clinicas: mucocutanea,
cutanea difusa e visceral (Barral e cols. 1991, Leon e cols., 1992; Sherlock,

1996).

Leishmaniose mucosa (LM) causada principalmente pela L. braziliensis. E
geralmente uma forma progressiva da leishmaniose cutanea. Caracteriza-
se como lesdo em mucosas (do nariz, boca e faringe), que levam a
destruicdo do tecido, gerando deformidades, que segregam suas vitimas
do convivio social. Pode estar associada ou ndo a lesdo cutanea contigua;

Leishmaniose cutanea difusa (LCD) é a forma anérgica de leishmaniose

tegumentar, relacionada com sinais de imunossupressao especifica,;
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caracterizada por lesdes cutdneas metastaticas. No Brasil esta doenca

esta associada a L. amazonensis (Grimaldi & Tesh, 1993).

» Leishmaniose disseminada (LD) € caracterizada pela presenca de multiplas
lesbes pleomorficas, em duas ou mais areas, ndo contiguas do
corpo (Reithinger e cols., 2007). Em estudos no nordeste do Brasil,
mostraram que em 29% dos casos de LD, uma lesdo da mucosa € também
encontrada e nestes casos, L. braziliensis e L. guyanensis foram as unicas

espécies encontradas como causadoras deste tipo de Leishmaniose.

» Leishmaniose visceral (LV) também conhecida como calazar é causada
principalmente por L. donovani e L. infantum e determina a forma sistémica
da leishmaniose, com o comprometimento de tecidos e Orgaos.
Sintomaticamente caracterizado por febre, perda de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia e anemia e, quando nao tratada, leva a morte em 100%
dos casos. As complicacbes da infeccdo e as hemorragias sdo 0s
principais fatores de risco para a morte na leishmaniose visceral (Carvalho
e cols. 2000).

1.6 A LEISHMANIA E O SISTEMA IMUNITARIO DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Geralmente a protecdo conferida pelo sistema imunitario contra a
leishmaniose esta associada a uma resposta mediada por células. Os organismos
deste género tém a capacidade de conviver, inibir e burlar a atividade
antimicrobiana dos macrofagos do hospedeiro, além de subverter a inducdo de
respostas do sistema imune inato e adaptativo (Sacks & Sher, 2002; McMahon-
Pratt e cols., 2004). Desta forma, € valida a afirmativa de que estes parasitos sao
organismos bem sucedidos evolutivamente para viverem no hospedeiro (Sacks &
Sher, 2002).
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A caracterizacdo funcional de duas populagfes distintas de linfocitos T
CD4+ (Thl e Th2) em camundongos (Mosman e cols. 1986) permitiu definir
alguns dos mecanismos associados com resisténcia ou suscetibilidade do
hospedeiro vertebrado a Leishmania. Alguns dados, obtidos na clinica, mostram
que na doenca humana ocorre uma dicotomia semelhante a atividade funcional
de linfocitos T descrita em outros modelos da doenca, ou seja, existe uma
resposta do tipo 1 que esta associada a infec¢cdes intracelulares, e uma resposta
do tipo 2, predominante em individuos infectados com parasitos extracelulares,
assim como helmintos; ou que apresentem sensibilidade alérgica (Romagnani
1991).

A resposta Thl esté relacionada com a producéo de citocinas (IFN-y, IL-2 e
TNF-a), com papel importante na ativacdo de macréfagos, e auxiliar na producéo
de anticorpos citofilicos e na reacdo de hipersensibilidade tardia na imunidade
protetora contra patdégenos intracelulares (Trinchieri, 1993). Entretanto, a resposta
Th2 esta associada com atividade funcional de IL-4, IL-5, IL-10, TGF- e IL-13,
estimulando assim a producéo de anticorpos neutralizantes e inibindo varias
funcdes em macréfagos (Coffman e cols. 1988, Fiorentino e cols. 1991). Um
desequilibrio eventual nos mecanismos de regulacdo das respostas Thl e Th2

pode induzir alterac6es teciduais de natureza imunopatologica (Romagnani 1994).

De modo geral, os estudos em animais tém claramente mostrado para L.
major uma relacdo de suscetibilidade e resisténcia relacionada com o padrdo
Th1/Th2. Camundongos BALB/c que apresentam uma resposta imune do tipo
Th2, tem lesdes progressivas e culminam com a sua morte. Porém camundongos
C57BL / 6 e C3H, que desenvolvem o perfil Thl de resposta, obtém a cura de

suas lesdes naturalmente.

Entretanto, a infeccdo por L. amazonensis, causa lesdes progressivas e
nao resolutivas em todas essas linhagens de camundongos (McMahon-Pratt &
Alexander, 2004). Camundongos CBA sdo menos susceptiveis a infeccao por L.
amazonensis e apresentam o desenvolvimento da lesdo lento e com persistente
carga parasitaria (Barral e cols., 1983; Neal & Hale, 1983; Afonso & Scott, 1993).

Nas infeccbes em camundongos CBA foi constatada a producéo de IL-4 e IL-10,
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porém ndo de IFN-y, em contraste com camundongos da mesma linhagem
infectados com L. major que produzem IFN-y e IL-10, mas nédo IL-4 (Lemos de
Souza e cols, 2000).

Os mecanismos celulares responsaveis por esta suscetibilidade em
camundongos a infeccdo por L. amazonensis ainda ndo sdo claros, foi mostrado
que linfocitos T CD4+ desempenham papel importante na patogénese da doenca
(Soong e cols., 1997; Jones e cols, 2000), camundongos deficientes em T CD4+
funcional ndo desenvolvem lesdes de tamanho consideravel, mesmo em estagios
tardios da infeccdo (Soong e cols, 1997). Outros tipos celulares também
contribuem para o desenvolvimento da doenca, assim como os linfécitos B e os
anticorpos produzidos por estas (Kima e cols, 2000). Wanasen e colaboradores
(2008) observaram que os linfocitos B desempenham um papel significativo na
patogénese da doenca, induzindo o recrutamento de linfécitos T para o tecido

infectado e fazendo o “priming” do antigeno especifico de linfocitos T CD4+ .

Alguns fatores relacionados a progressao da infeccdo sdo semelhantes aos
envolvidos na patogénese de outras espécies. O TNF-a, durante a infec¢édo por L.
amazonensis, atua de forma geral, ativando macréfagos para matar parasitos e
direcionando os linfocitos B para a producdo de imunoglobulinas do tipo 1gG2a,
juntamente com IFN-y, levando a resolucdo da lesdo, assim como em outras
espécies (Hernandez-Ruiz e Becker, 2006). A citocina IL-13, relacionada ao perfil
Th2, semelhante a IL-4 e IL-5 pode ter um papel importante na infeccéo
promovendo a producdo de IgE e regulando a reagdo de hipersensibilidade
imediata (Matthews e cols. 2000; Hernandez-Ruiz & Becker, 2006). Entretanto, a
patogénese causada por esta espécie € independente da producdo de citocinas

IL-4/IL-10 (Ji e cols., 2003; Jones e cols., 2002).

Em termos gerais, a resolucdo da doenca depende do sistema imunitario,
cujo papel € basicamente ativar macréfagos infectados para eliminarem os
parasitos intracelulares. Os macrofagos produzem uma série de compostos
oxigenados, incluindo o anion superoxido, perdoxido de hidrogénio e radical

hidroxila, além de radicais nitrogenados como o Oxido nitrico (NO), que séo
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altamente toxicos para patdgenos intracelulares, como as leishméanias (Murray,
1981; Murray e cols., 1985, Titus e cols. 1984).

O NO é uma substancia com diversas propriedades biolégicas. Este € um
potente vasodilatador (Vallance e cols. 1989), desempenha papel de
neurotransmissor (Snyder & Bredt, 1992) e atua em processos inflamatérios
(Tayeh & Marletta, 1989), além de diversas outras funcdes. Nos macréfagos e
outras células fagociticas, é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) em resposta a processos patologicos (Green e cols, 1993; Mollace e cols.,
2002). O NO reage com o peroxido de hidrogénio, dando origem ao peroxinitrito,
composto relativamente estavel e altamente microbicida (Panaro e cols., 1999;
Bertholet & Mauel, 2000).

Contudo, a Leishmania é capaz de resistir ao mecanismo microbicida do
macréfago ativado, porque o parasito possui sistemas de detoxificacdo através da
producdo de enzimas como a superoxido dismutase e tripanotiona redutase
(Taylor e cols. 1994, Ghosh e cols. 2003). A leishméania também atuaria alterando
a sinalizacao intracelular, através da ativacédo de isoformas da proteina quinase C
(PKC) (Moore e cols. 1993), pelo aumento do nivel de calcio intracelular, inibindo

enzimas que estdo relacionadas a producdo de radicais oxigenados. A PKC

também pode ser inibida por moléculas de LPG (Descoteaux e cols., 1992).

O modelo experimental murino de infeccéo por L. amazonensis, embora néo
completamente semelhante ao humano, € capaz de mimetizar muitas
caracteristicas fisiologicas deste (Awasthi e cols., 2004), sendo portanto,
adequado para produzir dados que podem ser posteriormente utilizados como
base para a compreenséo da doenca humana (Pereira & Alves, 2008).
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1.7 QUIMIOTERAPIA USADA NA LEISHMANIOSE

O tratamento da leishmaniose enfrenta hoje muitas dificuldades. A
quimioterapia atual € cara e muitas vezes ineficaz. A droga de primeira escolha
tém sido os antimoniais pentavalentes por mais de 60 anos, apesar de
apresentarem diversos efeitos colaterais, além dos crescentes casos de
resisténcia ao tratamento (Ouellette e cols., 2004, Seifert, 2011). Poucos
compostos foram desenvolvidos desde entdo. Em casos de imunossupressao, 0s
indices de resisténcia adquirida a essas drogas sdo altos, como observado no
tratamento da LV em pacientes com HIV (Balafia-Fouce e cols., 1998). Este fato
demonstra a importancia da participacdo do sistema imunolégico no tratamento
da leishmaniose (Berger & Fairlamb, 1992; Croft & Coombs, 2003; Cota e cols.,
2011).

Apesar das diferencas na suscetibilidade entre as leishmanioses do Velho
Mundo e do Novo Mundo, os mesmos medicamentos sdo utilizados para o
tratamento (Quadro 1). Existem diferentes orientagcfes terapéuticas em diversos
paises e regibes do mundo o que demonstra a complexidade na abordagem
terapéutica das leishmanioses (Goto & Lindoso, 2010).

A pentamidina, a anfotericina e 0 cetoconazol s&o alternativas
quimioterapicas, entretanto, também sao téxicos, produzem diversos efeitos
colaterais e sdo dispendiosas. Recentemente, tém surgido novas propostas de
tratamento combinando dois compostos diferentes, 0 que tem aumentado a
eficacia (Seifert, 2011).

Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos no tratamento das
leishmanioses desde a década de 40 do século passado e ainda sao utilizados
como drogas de primeira escolha, a despeito de seus diversos efeitos colaterais.
As suas duas formulagbes, antimoniato de meglumina (glucantime) e
estibogluconato de sodio (pentostan), sdo amplamente usados na clinica.
Segundo Korolkovas (1988), os antimoniais pentavalentes tanto in vivo e in vitro
(Frézard e cols., 2009), podem ser reduzidos a forma trivalente, a forma ativa do
composto. Porém seu mecanismo de acdo permanece pouco compreendido.
Alguns dados sugerem o comprometimento do potencial redox de membrana da
Leishmania sp (Willie e cols. 2004) e inibicdo da atividade da vias glicolitica e de

B-oxidacdo de acidos graxos em amastigotas (Croft e cols., 2006). Seus efeitos
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colaterais incluem nauseas, vomitos, diarréia, flebite, convulsbes, alteractes
cardioldgicas e renais, entre outros (Korolkovas, 1999; Carvalho e cols. 2000). A
hepatotoxicidade é um dos mais sérios efeitos colaterais deste tratamento,
demonstrada pelo aumento dos niveis de transaminases hepaticas no plasma
(Rodrigues,1999).

A pentamidina é uma diamidina aromatica geralmente utilizada quando o
tratamento com os antimoniais néo surte efeito, entretanto em alguns casos de LC
causada por L. guyanensis € utilizada como primeira escolha (Minodier e cols.,
2005). Esta é bastante eficaz no tratamento da LVA, porém seus diversos efeitos
toxicos, a colocam como uma segunda escolha (Gadelha e cols. 1990). A
resisténcia a essa droga também tem apresentado alta porcentagem,
principalmente na India, Quénia e China (Thakur e cols., 1995; Dietze e cols.;
1995). Nas Américas, ha poucos estudos sobre o seu uso (Gontijo & Carvalho,
2003).

O mecanismo de agdo anti-Leishmania da pentamidina ainda ndo é bem
compreendido. Provalvelmente envolve varios alvos, como biossintese de
poliaminas (Basselin e cols.,, 1997), alteragdo do potencial de membrana
mitocondrial (Vercesi & Docampo, 1992) e mais recentemente foi mostrado que
este composto interfere com a sintese de DNA da Leishmania, modificando a
morfologia do cinetoplasto, e promovendo a fragmentacdo da membrana da
mitocondria, matando o parasito (Tufon e cols. 2008).

Como efeitos colaterais da droga observa-se: dor de cabeca, sensacéo de
queimacéo, enrijecimento do torax, tontura, nausea, vomito e hipotensdo. A
hiperglicemia e a pancreatite podem ocorrer levando a diabetes (Costa e cols.,
1995)

A anfotericina B € um antibiético poliénico derivado do Streptomyces
nodosus, com atividade anti-Leishmania (McMillan 1960) e usada inicialmente
para LM (Furtado, 1960). Hoje em dia € uma droga de segunda escolha no
tratamento da leishmaniose (Korolkovas, 1988, 1999; Olliaro & Bryceson, 1993,
Manandhar e col., 2008). Quatro formulacdes de drogas estdo disponiveis:
anfotericina B, anfotericina B lipossomal, anfotericina conjugada com colesterol e
anfotericina em complexo lipidico. A anfotericina B age ligando-se aos esterois da
membrana celular do parasito, alterando a permeabilidade da membrana e

provocando extravasamento dos componentes intracelulares. Essa molécula
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também se liga ao colesterol do hospedeiro, porém com menor afinidade ( Croft &
Yardley, 2002).

Esta droga apresenta efeitos colaterais como anafilaxia, trombocitopenia,
dor generalizada, febre, anemia, convulsées, anorexia, vermelhiddo, calafrios,
diminuicAio da funcdo renal tubular e glomerular (Korolkovas, 1999).
Recentemente, tem se administrado uma formulagdo da anfotericina B
encapsulada em lipossomas. Esta forma € bem menos toxica e eficaz, porém
muito dispendiosa (Robinson & Nahata, 1999).

A miltefosina é a primeira droga oral eficaz no tratamento da leishmaniose
visceral (Sundar e cols., 1998). Inicialmente foi desenvolvida para o tratamento de
neoplasias e sua atividade anti-Leishmania foi descoberta no inicio dos anos 80
(Croft e cols., 1987). O mecanismo de acédo da miltefosina € pouco conhecido e
envolve alteracbes no metabolismo de lipidios. Esta atua também junto ao
sistema imunitario, ativando linfécitos T e macréfagos, aumentando a producéo
de radicais oxigenados e nitrogenados ( Murray & Delph-Etienne, 2000).

Esta droga esta em fase de triagem clinica na India para LV desde marco
de 2002, na Colémbia para LC desde 2005 (Croft e cols., 2006), e também no
Brasil (Chrusciak-Talhari e cols., 2011, Morais-Teixeira e cols., 2011). Entretanto,
a miltefosina tem apresentado efeitos teratogénicos, além de apresentar uma
longa meia vida, o que pode levar ao desenvolvimento de resisténcia (Bryceson,
2001). Em experimentos in vitro, observou-se que pode ocorrer a selecdo de
cepas resistentes de promastigotas de L. donovani (Seifert e cols., 2003).

A paromomicina €& um antibiotico aminoglicosideo cuja atividade
leishmanicida foi descoberta em 1960 e tem sido utilizada em triagem clinica para
LC e LV (Sudar e cols., 2009) e para tratamento tépico em Israel (Davison e cols.,
2009). Esta droga é usada também em combinagcdo com outros compostos como
glucantime a pentamidina, aumentando a eficacia destes (Thakur e cols 1995,
Chunge e cols., 1990). Em tratamento das leishmanioses no Novo Mundo esse
composto mostrou eficacia similar ao SbY em tratamento parenteral para LCL
(Kim e cols., 2009). Dados recentes indicam sua eficAcia em tratamentos
combinados com outros compostos ( Kulshrestha e cols., 2011).

O mecanismo de acdo desta droga, envolve a ligacdo com pequenas

subunidades ribossomais, levando a uma leitura errbnea do RNAm, afetando a
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sintese de proteinas. Tal como a miltefosina pode induzir resisténcia em L.
donovani experimentalmente in vitro (Maarouf e cols., 1998).

O cetoconazol é um agente antifungico da classe dos azois, que tem sido
testado para leishmaniose (Rashid e cols., 1994). Este possui em sua estrutura o
anel imidazol, analogo ao pirazol, que atua inibindo a enzima 14-a desmetilase,
impedindo a producéo do ergosterol (Navin e cols., 1992; Croft & Coombs, 2003),
uns dos principais lipideos de membrana protozoarios e de fungos. Entretanto, a
Leishmania possui a capacidade de captar moléculas de colesterol do organismo
hospedeiro, reestabilizando a membrana e consequentemente tornando ineficaz o
tratamento (Balafia-Fouce e cols. 1998).

Estudos tém demonstrado uma maior atividade in vitro dos compostos da
classe dos azdis sobre formas promastigotas de L. donovani, L. braziliensis e L.
amazonensis, quando comparados com as formas de L. aethiopica, L. major, L.
tropica e L. mexicana (Beach e cols., 1988). O cetoconazol foi considerado
eficiente no tratamento de pacientes com LC infectados com L. panamensis
(Saenz e cols., 1990), L. major (Salmanpour e cols. 2001) e L. mexicana , embora
nao apresente efeito satisfatorio em infeccdo por L. braziliensis (Navin e cols.,
1992). Outro fator que limita a utilizacdo do cetoconazol sdo seus efeitos
colaterais como hepatotoxicidade e disturbios hormonais (Vidal-Puig e cols.,
1994).
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Quadro 1 — Estrutura quimica de ¢ ompostos usados na quimioterapia anti
leishmaniose.
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1.8 PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS PARA A LEISHMANIOSE

Introduzidos ha décadas, os antimoniais permanecem como drogas de
primeira escolha. Entretanto, novas propostas terapéuticas vém surgindo e tém
sido registrados para o uso em alguns paises ou estdo em fase de triagem clinica
(Croft e cols. 2006, Seifert, 2011).

As drogas que hoje estdo em fase de triagem clinica (quadro 1) para LV
sdo: a mitelfosina (fase 1V, registrada na india), a paromomicina (fase Ill) e a
sitamaquine (fase Il), que é uma aminoquinolina, desenvovida pela Glaxo Smith
Kline, em uso no Brasil, Kénia e india. Para o tratamento da LC, estdo na fase de
triagem clinica: a mitelfosina (fase Il e registrada na Colombia), paramomicina
(fase 1), Imiquimod, um antiviral com propriedades imunomoduladoras (fase Il), e
azois (Croft & Yardley, 2002; Croft e Coombs, 2003).

Ha um grande numero de estudos em torno de produtos naturais, que
podem ter propriedades anti-Leishmania. Parte desses estudos se concentram
em extratos ou compostos derivados de plantas. A licochalcona A, produto da
planta chinesa Glycyrrhiza tem mostrado consideravel eficacia em modelo
experimental, tanto para LC como para LV (Zhai e cols., 1999). As
isopropilquinolinas isoladas de Galipea longiflora na Bolivia, também mostraram
atividade em modelos de LC e LV (Fournet e cols., 1996). Outros produtos tém
sido avaliados e testes in vitro e in vivo, quanto a sua atividade anti-Leishmania,
tais como: a amarogentina na india, glicosideo extraido da planta Swertia chirata
(Medda e cols. 1999); o 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides em Cuba
(Monzote, 2006), o extrato etandlico de prépolis do Brasil e Bulgaria (Machado e
cols., 2007, e diversos produtos naturais marinhos (Tempone e cols., 2011).
Alguns estudos, mostram substancias extraidas de produtos naturais, que
apresentaram efeito leishmanicida sendo modificadas para melhorar sua eficacia,
como as chalconas extraidas da Piper aduncum (Torres-Santos e cols., 1999;
Boeck e cols., 2006).
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Diversos outros compostos vém sendo testados no modelo murino com
bons resultados. Os flavondides mostraram bons resultados in vitro e in vivo para
L. donovani (Tasdemir e cols. 2006). Em testes com L. amazonensis, flavonoides
extraidos de Kalanchoe pinnata, mostraram importante atividade in vitro (Muzitano
e cols.; 2006, Gomes e cols., 2009) e potencial atividade em leishmaniose
cutanea humana (Torres-Santos e cols.; 2003). Em modelo murino, foi observada
a eficicia da 8-bromoguanosina na infec¢éo por L. amazonensis (Bardo e Giorgio,
2003), e das quinolinas na infecg&o por L. infantum e L. amazonensis (Nakayama
e cols., 2005).

Apesar de um grande numero de estudos com o0 objetivo de definir uma
droga com alta atividade e baixa toxicidade, os resultados encontrados até agora

nao sdo promissores, incentivando a continuacdo das pesquisas neste sentido.

1.9 ALVOS MOLECULARES EM ESTUDO

Alguns alvos moleculares tém sido identificados e mostram importancia na
pesquisa de novos farmacos. Esses alvos sdo moléculas biologicamente
importantes ao parasito, que no hospedeiro sdo expressos de forma diferenciada
ou sdo ausentes. Atendendo a esses intens, podemos citar: a) microtubulos do
parasito, o composto trifluralin tem mostrado atividade, por romper estruturas do
microtubulo e inibir a proliferacdo de Leishmania sp. (Croft e Coombs, 2003); b)
dihidrofolato redutase, enzima que participa do metabolismo de folatos e é
diferente no hospedeiro. Porém muitos inibidores in vitro, ndo foram eficazes in
vivo (Croft e Coombs, 2003); c) cisteina proteinases, enzimas que estao
relacionadas com a multiplicacdo e viruléncia de algumas espécies do parasito
(Coombs & Mottram, 1997), muitos compostos tem sido testados in vitro e
mostram alguns resultados (Ponte-Sucre e cols., 2006; Croft e Coombs, 2003); d)
tripanotiona redutase, enzima envolvida na sobrevivéncia do parasito, atuando
como um sistema de detoxificagao (Fairlamb e cols., 1985; Castro-Pinto e cols.,
2007). Estudos mostraram que derivados dibenzazepinas e fenotiazinas séo

eficazes em inibir a tripanotiona redutase (Chan e cols., 1998), além e mono
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amidinas aromaticas (Castro-Pinto e cols, 2004); e) proteina quinases especificas
que atuam no estabeleciemento da infeccdo e sobrevivéncia do parasito no

macrofago (Wiese e cols., 2007).

1.10 AS AcCIL- HIDRAZONAS PIRAZOLICAS

O bioisosterismo é uma metodologia racional de se tentar a obtencéo de
novos farmacos, realizada pela modificacdo molecular de uma substancia com
estrutura quimica conhecida e acao biologica caracterizada, condiderada
substéancia protétipo e a partir dai sintetizar e avaliar novos compostos homélogos
estruturais do farmaco modelo (Anexo 1). As acil-hidrazonas sdo uma classe de
moléculas que vém sendo estudadas com afinco devido as suas diversas
propriedades farmacoldgicas. Na literatura encontram-se relatos de propriedades
analgésicas, antiinflamatorias, anti-trombéticas, antitumoral e antiviral destes
compostos (Barreiro e cols. 2002; Rostom e cols., 2003). Os mecanismos de acao
destes compostos podem envolver a inibicdo de enzimas pro-inflamatorias como
as ciclooxigenases (COX) e 5-lipoxigenase (5-LO) (Higgs & Vane, 1983).

O protétipo 1-(4-X-fenil)-N'-[(4-Y-fenil)metileno]-1H-pirazol-4-
carbohidrazidas  (Figura 10) foi planejado para verificacdo da atividade
antiprotozoarios, visando a simplificacdo dos farmacos em questdao, mantendo
subunidades estruturais, usando-se a hibridacdo molecular. Foi mantida a relacéo
isostérica do anel pirazol e caracteristicas estruturais dos modelos. As acil-
hidrazonas pirazélicas sdo compostos heterociclicos que apresentam um anel
pirazol e um grupamento acilhidrazona. O anel pirazol analogo ao imidazol, que
tem conhecida atividade na inibicdo de enzimas que atuam na sintese do
ergosterol (Navin e cols., 1992).

Os compostos em estudo foram sintetizados pela técnica do bioisosterismo
e reunem moléculas com potencial atividade anti-tripanosomatideos (Gomes,
2001, Bernardino e cols., 2006). Os compostos protétipos principais foram o
cetoconazol, alopurinol, pentamidina e benzonidazol. O novo composto-protétipo
pode ter sua eficacia otimizada por modificagbes moleculares subsequentes,

38



planejadas de maneira a preservar ou aprimorar as propriedades farmacolégicas
identificadas nos ensaios in vitro e in vivo.

Os trinta derivados 1-(4-X-fenil)-N'-[(4-Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-
carbohidrazidas inéditos, apresentam diferentes substituintes, designados como X
e Y. A combinagcdo destes substituintes, para X podem ser: OCHs, NO, e Br, e
para Y: OCHjs;, OEt, H, Br, OH, Cl, N(CHs)2, CN, CHs, F, SCH3, NO,, (Figura 11). A
sintese dos trinta compostos e seus intermediarios esta descrita na literatura

(Bernardino e cols. 2006).

R2

R1 =H., Br. OMe, NO'Y

Figura 11 — Estrutura quimica das acil-hidrazonas pirazélicas, X e Y sao radicais
da molécula, variaveis de acordo com os substituintes acima, onde X pode ser:
OCHgs, NO; e Br, e Y pode ser: OCHg, OEt, H, Br, OH, CI, N(CH3)2, CN, CHg, F,
SCHs, NO..
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Um composto que pudesse reunir caracteristicas imunomoduladoras e
atividade leishmanicida seria ideal para o tratamento dessa doenca. As
propriedades aniti inflamatérias, da classe das acil-hidrazonas pirazolicas
(Barreiro e cols., 2002), seria mais um aspecto positivo na resolucdo da doenca,
pois esta é dependente de uma resposta direcionada do sistema imunitario. Um
composto inibidor da sintese de prostaglandinas (PGs) poderia ajudar na
resolucdo da doenca, uma vez que esta molécula esta relacionada com a
resposta Th2 e estudos indicam a inducdo de PGs como mecanismo de escape
do parasito (Guimaraes e cols., 2005). Testes in vitro mostraram que esta classe
de compostos apresenta atividade em promastigotas de L. amazonensis e com
menor intensidade em L. braziliensis e L. chagasi (L infantum) (Bernardino e cols.,
2006). Os compostos com substituintes Br/NO, e NO,/Cl ndo foram téxicos aos
macrofagos murinos e tiveram maior eficacia contra formas promastigotas de L.

amazonensis (Bernardino e cols., 2006).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os compostos 1-(4-X-fenil)-N'-[(4-Y-
fenil) metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazida in vitro e seus efeitos terapéutico,
toxicolégico e imunomodulatério no tratamento da leishmaniose experimental

murina.

2.2 Obijetivos especificos

* Avaliar o efeito terapéutico e toxicologico dos derivados acilhidrazonas
pirazdlicas sobre a infeccdo experimental de camundongos CBA por L.

amazonensis.

* Auvaliar o efeito inibitério dos derivados 1-(4-X-fenil)-N'-[(4-Y-fenil) metileno]-
1H-pirazol-4-carbohidrazida e seus precursores nas formas promastigotas

e amastigotas de L. amazonensis.
e Observar os efeitos do tratamento oral pelos derivados 1-(4-X-fenil)-N'-[(4-

Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazida, avaliando o status de cura

por parametros histolégicos e imunoldgicos.
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Documento 1

Nesta primeira parte do estudo os compostos recém-sintetizados com atividade
leishmanicida in vitro, foram avaliados quanto a sua eficacia terapéutica e sua
toxicidade frente a leishmaniose murina. Os derivados pirazol carbohidrazida com
substituintes X = Br/Y = NO ; e X =NO , / Y = ClI foram investigados no modelo
murino de infeccdo de leishmaniose cutanea. Animais foram infectados com
Leishmania amazonensis e tratados por via oral, duas semanas apoés a infeccao
parasitaria com os derivados carbohidrazidas pirazdlicas por 45 dias. A evolucao
das lesbes cutédneas e a disseminacdo de parasitas para os linfonodos de
drenagem foram observadas. A producdo de Oxido nitrico foi observada em
sobrenadantes de células de linfonodo de camundongos infectados CBA que
foram tratados com estes compostos. Os tratamentos com os derivados
carboidrazidas pirazélicas ndo apresentaram qualquer toxicidade ou causam
alteracdes no peso corporal e nas concentracbes plasmaticas de alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase, e nos niveis urinarios de
creatinina, mas promoveram uma pequena diminuicdo dos neutroéfilos do sangue
periférico. Estes resultados proporcionaram novas perspectivas sobre o
desenvolvimento de farmacos com atividades contra a leishmaniose. E
estimularam a continuidade dos estudos para o observacdo do mecanismo de
acdo e efeitos sobre o organismo hospedeiro. Estes dados foram foram
publicados em 2009 - “Charret KS et al. 2009. Effect of oral treatment with
pyrazole carbohydrazide derivatives against murine infection by Leishmania
amazonensis. AmJ Trop Med Hyg. 80:568-573 “
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Effect of Oral Treatment with Pyrazole Carbohydrazide Derivatives against
Murine Infection by Leishmania amazonensis

Karen S, Charrel. Raquel F. Rodrigues, Alice M. R. Bernardino, Adriana O. Gomes. Adriana V. Carvalho,
Marilene M. Canto-Cavalheiro, Leonor Leon, and Veronica F. Amaral®
Laboraidrio de Biogquimica de Tripanosomatideos, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil;
Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Orgdnica, Universidade Federal Fluminense, Programa de Pos-graduacio em
Quimica Orgdnica, Niterti, Brazil; Instituto de Biologia, Departamento de Imunobiologia, Universidade Federal Fluminense,
Niteroi, Brazil

Abstract. Newly synthesized pyrazole carbohydrazide derivatives with substituents X = Br/Y = NO, and X =
NOJY = Ol were independently investigated in the CBA mouse model of cutancous !mshmama-us. Animals
were infected with Leishmania amazonensis and treated two weeks after the parasitic infection with the pyrazole carbohy-
drazides for 45 days Oral treatment with both compounds controlled evolution of footpad cutancous lesions and
dissemination of parasites to draining lymph nodes. Nitric oxide generation was observed in supernatanis of lymph node
cells from infected CBA mice that were treated with these compounds. The pyrazole carbohydrazide derivatives did not
show any toxicity or cause alterations in body weight, plasma concentrations of alanine aminotransferase and aspar-
tate aminotransferase, and urinary creatinine levels, but promoted a small decrease in blood neutrophils These results
provide new perspectives on the development of drugs with activities against leishmaniasis.

INTRODUCTION

Leishmaniasis is an important parasitic disease that affects
approximately two million persons per year, with approxi-
mately 350 million persons at risk of infection.’ It is caused by
protozoans of the genus Leishmania and the bite of phleboto-
mine sand flies. In Brazil. Leishmania amazonensis is responsi-
ble for most cases reported. which include cutaneous, mucosal,
diffuse cutaneous, and visceral leishmaniasis. and is considered
a species of epidemiologic importance ™

Since 1960, chemotherapy for leishmaniasis has relied on
administration of pentavalent antimonials compounds such
as sodium stibogluconate (Pentostam: Glaxo Wellcome;
Brentford, United Kingdom) and meglumine antimoniate
(Glucantime: Aventis, Paris, France) as first-line agents™
However, these compounds show serious toxic effects and
resistance to these drugs is increasing. Amphotericin B, pent-
amidine, and nonparenteral millefosine are alternative chemo-
therapy that has been introduced in recent decades. However,
these drugs also show complications such as side effects and
high costs.”® Thus. there is an urgency for development of
affordable and less-toxic alternative drugs. Development of a
single drug or formulation for the treatment of several clinical
forms of leishmaniasis must address the issue that each infec-
tion imposes differenl pharmacokinetic requirements for the
drugs to be used. Other aspects, such as variation in sensitiv-
ity of different Leishmania species and increased resistance of
parasites lo drugs, must also be considered.” Successful treat-
menl depends on compounds with activity against Leishmania
species and an immunomodulatory effect.

Pyrazole carbohydrazides are compounds with anti-
inflammatory, analgesic, and anti-thrombotic effects’ and
anti-viral and anti-lumoractivities " We have previously demon-
strated the anti-Leishumania in vitro activity of 1-(4-X-phenyl)-
N-|{4-Y-phenyl) methylene}-1H-pyrazole-4-carbohydrazide
derivatives."”

* Address correspondence to Veronica F Amaral Instituto Biologia,
Departamento de Imunobiologia, Universidade Federal Fluminense,
Outeire de Sio Jodo Baptista, Valonguinho, CEP 24020-150, Niterdi,
R, Brazil. E-muil: via@ym.ufLbr
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In the present study, we evaluated pyrazolic carbohydraz-
ide (Figure 1) compounds with X = E!.r."'l!'=1.'*«]tf)2 (compound 1)
and X = NOJY = Cl (compound 2) substituents in experi-
mental infection of CBA mice with Leishmania amazonen-
sis and assessed drug effectiveness by lesion size and parasite
burden. We also analyzed toxic effects in infected and non-
infected CBA mice by body weight, leukocyte counts, and
levels of aminotransferases and creatinine, Nitric oxide pro-
duction by these compounds was also investipated in drain-
ing lymph nodes and spleen cells for an association with
disease evolution.

MATERIALS AND METHODS

Parasites, Leishmania amazonensis (MHOM/BR/ITLTB
0016 strain) was maintained by animal passage and cryopre-
served in liguid nitrogen. Promastigotes were cultured in
Schneider's Drosophila medium, pH 7.2 (Sigma, St. Louis,
MQ) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf
serum. Characterization of strains was made by using molecu-
lar technigues such as isoenzyme electrophoresis.™®

Animals, Mice (males, eight weeks of age) were acquired
from the Nucleus for Laboratory Animals—Universidade Fed-
eral Fluminense and the Center for Biological Evaluation
and Care of Research Animals-FIOCRUZ, Each experimen-
tal group contained cight animals. Experiments were con-
ducted using a protocol (PO020-00) reviewed and approved
by the Institutional Committee of CEUA/FIOCRUZ.

Chemicals. The  1-(4-X-phenyl)-N"-[(4-Y-phenyl) methy-
lene|-1H-pyrazole-4-carbohvdrazides with substituents X =
Br/Y = NO, and X = NO,/Y = Cl were synthesized by using
a molecular hybridization approach. Structures (Figure 1)
ol these stable crystalline compounds were characterized
by standard methods (infrared spectroscopy, 'H analysis
“C-nuclear magnetic resonance).” Ketoconazole (Galena
Quimica e Farmacéutica Lida, Campinas, SP, Brazil) was used
as o reference drug.

Evaluation of in vive activity. Mice were inoculated in the
left hind footpad with 1 x 10F promastigotes of I.. amazonen-
sis. Animals were treated orally with pyrazole carbohydrazide
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Figure 1. Chemical structure of A, 1 and B, 2 pyrazole carbohydrazide derivatives.

compounds (1.7 mg/kg/day for Br-ONO, and 1.5 mg/kg/day for
NO,-C1) and ketoconazole (50 mg/kg/day) from the second
week after infection continuously up to 45 days after infec-
tion. Lesion thickness was evaluated weekly by measuring
diameters of both rear feet with a direct-reading dial caliper
(Mitutovo, Yokohama, Japan). Size of lesions in millimeters
was calculaled by subtracting the measurement of the unin-
fecied foot from that of the infected foot.

Parasite quantification. Number of parasites in lymph
nodes was estimated by a modified limiting-dilution assay."*
Popliteal lymph nodes of infected footpads were removed
and used to prepare a cell suspension in phosphate-buffered
saline. After centrifugation of the suspension at 1.500 rpm
for 10 minutes, the pellet was resuspended in Schneider's
Drosophila medium, pH 7.2. The suspension was then serially
diluted in eight-fold dilutions, incubated at 26°C for 7 days,
and monitored in an inverled microscope for presence or
absence of promastigotes. Analyses were by using the L-calc
shortcut program (StemSoft Software. Inc., Vancouver., British
Columbia, Canada).

Toxicologic study. Body weight. leukocyte counts, and
levels of aminotranferases and creatinine were monitored
in infected and non-infected and treated and non-treated
groups. The treatment schedule for the non-infected groups
was the same as that for the infected groups. To assay body
weightl, mice were weighed during and at the end of the
experiment to compare the treated and non-treated mice.
To assay aminolransferase levels, blood was drawn from the
tail vein during and at the end of treatment. Plasma concen-
tration of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) was detected by using a commer-
cial assay (LabTest: Lagoa Santa, Minais Gerais, Brazil). To
assay creatinine levels, urine was collected from mice dur-
ing and at the end of treatment and tested by using a com-
mercial assay (LabTest). To measure leukocyte counts, lotal
blood leukocytes were counted in a hemocylometer after
addition of Turk's solution at a dilution of 1:50, and spe-
cific populations of leukocytes were identified by optical
microscopy after samples were stained with May-Grunwald
reagent.

Nitric oxide dosage. Cells were obtained from spleen or
popliteal lvymph nodes of infected and non-infected mice and
culiured in RPMI 1640 medium (Sigma) without stimula-
tion for 48 hours at 37°C in an atmosphere of 5% CO,, The
culture supernatant was analyzed for nitric oxide by using
a Giriess reaction on a 96-well plate and read at 510 nm in a

spectrophotometer.”

Statistical analysis. Data were analyzed by the Student's
t-test. P values < 0.05 were considered significant. The InStat
program (Graph Pad Software, San Diego, CA) was used
for these tesis All experiments were repeated at least three
limes

RESULTS

Therapeutic efects of pyrazole carbohydrazide derivatives
on a murine model of infection by L. amazoenensis. In prelimi-
nary studies, leishmanicidal activity and cyvtotoxicity screcning
tests were used in vitro assays with pyrazole carbohydrazide
derivatives. Compounds 1 (X =Br.Y = NO,) and 2 (X = NO,.
Y =) showed better leishmanicidal activity, as demonstrated
by mild toxicity in mammalian cells. This study confirmed the
marked leishmanicidal activity of new pyrazole carbohydraz-
ides on L. amazonensis.” Thus, these derivatives were selected
for chemotherapeutic experiments in the murine model of
leishmaniasis.

The CBA mice were subcutancously infected with 1 x
10F L. amazonensis promastigotes and orally trealed with
the compounds 1 and 2 (Figure 1) two weeks after of infec-
tion for 45 days conlinuously. All animals had skin lesions
of an ¢rythematous papular nature by the fifth week after
infection. Treated animals showed a significanl reduction
in the size of skin lesions (P < 0.05) during the sixth and
23rd weeks post-infection (Figure 2). Resulls with these
new compounds were similar to those with ketoconazole.
Although cutancous lesions in treated animals were smaller
than those in untreated animals, the presence of edema and
erythema indicated establishment of an inflammalory pro-
cess with reduced severity of lesions. None of the lesions
healed completely.

To better understand the effects of compounds 1 and 2 on
the spread of the parasite in the host, we analyzed parasite
burden in the spleen and lymph nodes of infected animals.
These compounds reduced approximately 98% of the para-
site burden from popliteal lymph nodes. The reference drug
ketoconazole eliminated 99% of the parasites. Thus, at the
16th week post-infection, treatment with pyrazole carbohy-
drazides showed a significant decrease in parasite burden
compared with the untreated control (P < 0.05) (Figure 3).
Al 16th week post-infection, parasites were not isolated from
spleens of all groups of animals. Additionally, weights of the
lymph node and spleen measured at the 16th week post-
infection showed weights comparable to those in non-treated
infected mice.
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Fiouse 2. Mean lesion diameter of CBA mice infected with
Leishmania amazonensis (MHOM/BR/T7LTBO016) and treated with
pyruzole carbohydrazide derivatives 1 and 2, ketoconazole as a con-
tral, or not treated. Treatment (arrows) started at the second woek
post-infection and continued up to 45 days post-infection (n = 8 per
groupl

Toxicologic effects of pyrazole carbohydrazide derivatives
in the murine model. During the treatment period with the
two pyrazole carbohydrazide derivatives, we conducted a
toxicologic evaluation of healthy animals and those infected
with L. amazonensis. Body weight was used as an indicator
of systemic toxicity. Compounds 1 or 2 did not show an effect
an body weight in infected and uninfected animals (Table 1).
Possible alterations of renal and hepatic functions in healthy
animals or those infected with L. amazonensis and treated
with these compounds were detected by analysis of urine cre-
atinine and hepatic aminotransferase levels. No significant
increase in plasma ALT and AST levels was observed in non-
infected and infected mice (Table 1) after 42 days of treat-
ment compared with the levels in healthy animals that did
not receive treatment. When compared with control animals,
non-infected animals and those infected with L. amazonensis
did not show any changes in urine creatinine levels 14 and 42
days after treatment (Table 1).

Potential hematologic changes were also used as a measure
of toxicity. During the period ol infection with L. amazon-
ensis, there was a moderale variation in the leukocyte count
of total peripheral blood. Mice treated with the compound 1
showed a slight decrease in total number of leukocytes dur-
ing the second week of treatment. However, there was no sig-
nificant change in leukocyle counts in treated animals relative
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Fioume 3. Reduction of parasite burden 16 weeks post-infection
with Leishmania amazonensiy in popliteal lymph nodes of mice orally
treated with pyrazole carbohydrazide derivitives up to 45 days post-
infection compared with untreated mice (n = 8 per group). Significance
levels comparing treatment compounds and infected mice are indi-
cated. * P < 0.05.

CHARRET AND OTHERS

to those in untreated animals in the absence of infection. At
the end of treatment with both compounds, we observed a
decrease in neutrophils in mice infected with [.. amazonen-
sis compared with infected animals that were not treated
(Figure 4).

Effect of pyrazole carbohydrazide derivatives on produe-
tion of nitric oxide. Compounds 1 and 2 were further exam-
ined [or their effects on generation of nitric oxide by spleen
and lymph node cells of non-infected mice afier 42 days of
treatment. Administration of compound 1 clearly increased
production of nitric oxide 24 hours after cell culture in lymph
node cells, bul not in spleen cells In addition, treatment with
compound 2 did affect production of nitric oxide 24 hours
after cell culture in lvmph node cells or spleen cells There was
no significant difference in production of nitric oxide after 43
hours of lymph node and spleen cell culture of cells from mice
treated with both compounds. Treatment with compounds 1 or
2 induced production of nitric oxide 48 hours after cell culture
in lymph node cells, but not in spleen cells, from animals at 16
weeks post-infection (Figure 3).

DISCUSSION

Our data highlight new insights for therapy of murine
experimental cutaneous leishmaniasis and make use of oral
administration of two independent pyrazole carbohydrazides
derivatives. Results verify their capacity Lo control cutancous
lesion evolution in CBA mice infected with L. amazonensis.

In an earlier report,” we evaluated the in vitro leish-
manicidal activity and cytotoxic effect of these compounds.
This study showed that these compounds had strong activ-
ities against promastigotes of L. amazonensis and lower
activities against those of L. braziliensis and L. chagasi.
Additionally, the in vitro assay with murine peritoneal mac-
rophage showed a low cytotoxic effect of these compounds.
When compared with reference drugs such as pentamidine
or ketoconazole, in vitro resulls showed that these refer-
ence drugs were more toxic to cells than pyrazole carbohy-
drazide derivatives.

In this study, CBA mice infected with I. amazonensis
and orally treated with pyrazole carbohydrazide deriva-
tives (Figure 1) controlled development of skin lesions, The
CBA mice were chosen because they are susceptible o infec-
tion with L. amazonensis and develop cutaneous lesions, but
do not show metastasis, as do BALB/c mice."™” The dose
used in this experiment was the same used in a previous
anti-inflammatory assay with acylhvdrazone compounds'®
In our study, treatment with these compounds was started in
the second week after L. amazonensis infection and contin-
ued for 45 days without interruption. Effects of treatment on
progression of skin injury were observed between the sixth
and 23rd weeks after infection (Figure 2). The dosing scheme
of compounds used in this investigation was lower than that
used with ketoconazole. Thus, it may be possible (o increase
the dose of pyrazole carbohydrazides to induce a beller ther-
apeutic effect without risks te the animals because these
compounds showed less cylotoxicity™ when tested in murine
macrophages.

A key goal in pharmaceutical development is a good under-
standing of in vifro and in vive performance. In a previous
in vifro report,”? positions of substituents on compound 1
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Tape 1
Effect of treatment with pyrazole carbohydrazide derivatives 1 and 2 for 45 days in CBA mice (n = 8 per group) infected with Leishmania

aAMATonensis®

Mouse group AST (UfmL) ALT (Li¥mL) Creatinine {mp/dL} Body weight {g) Leukocytes, = 10°0pL
Infected
Control 145+ 26 100+ 11 32208 252+21 03+202
Compound 1 100+ 24 145 £ 42 2.58 + 0.55 252215 125+23
Compound 2 133£32 80 = 36 286 =0.6 25907 105+ 1.6
Non-infected
Control 105 =30 11416 34x09 25582 ND
Compound 1 o5+ 21 B2+ 10 27+14 266+28 ND
Compound 2 106.66 + 24 T8 £ 46 3405 27+18 ND

= All values correspond 1o the 42nd day of treatment. AST = aspariate aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; ND = not determined.

(Figure 1) showed that X = Br. Y = NO, was more leishmani-
cidal than that observed for molecule 2 (X = NO,, Y = Cl).
However. in our in vive experiment with the new pyrazole
carbohydrazides, compounds 1 and 2 showed similar inhibition
of the progression of cutaneous lesions in CBA mice infected
with L. amazonensis. Thus. in the in viveo system, it appeared
that different positions of substituents on molecules 1 or 2 did
not interfere with therapeutic effectiveness.

Currently, the recommended drugs for the treatment of
leishmaniasis are administrated parenterally, which compli-
cates their use. Solubilization of pyrazole carbohydrazides is a
prerequisite for drug absorption and in vive effectiveness. Oral
treatment with pyrazole carbohydrazide derivatives showed
apparently pood absorption in the pastrointestinal tract
because these compounds effected the evolution of lesions.
Recently, miltefosine, an orally used drug that has shown par-
asite resistance and teratogenicity," has been used for treat-
ment of cutaneous®™ and visceral leishmaniasis® Moreover,
ketoconazole has been used as an alternalive oral treatment
for cutaneous leishmaniasis, and has shown effectiveness com-
parable to that of pentavalent antimonials™* Ketoconazole
treatment outcome could be influenced by Leishmania spe-
cies.” Azoles can inhibil a key enzyme of sterol synthesis®
However, the mechanism of action of pyrazole carbohydraz-
ide is not known.

Parasite burden was investigated in CBA mice infected and
treated with these compounds. In draining lymph nodes, para-
site burden showed a consistent decrease in both groups of
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Figure 4. Percentage of specific blood leukocyte populations from
CBA mice infected with Leishmania amazonensis and treated with
pyrazole carbohydrazides for 45 days. All data correspond to the 42nd
day of treatment {n = 8 per group). Cells were counted in by micros-
copy (1,000x) after staining with May-Griinwald reagent. Significance
levels comparing treatment compounds and infected mice are indi-
cated. * P< 0.05.

treated mice. Oral administration of compounds 1 and 2 was
effective in reducing the number of parasites (95%). Both
compounds were as effective as ketoconazole in reducing
parasite burden. In draining lymph nodes (Figure 3), parasite
burden was significantly higher in non-treated mice 16 weeks
post-infection. Furthermore. BALB/c mice treated with indo-
methacin, an inhibitor of prostaglandin E, synthesis, devel-
oped smaller cutaneous lesions and lower parasitic burdens
compared with the control group.®® However, other studies
showed that footpad thickness does not always reflect parasite
burden and may be influenced by leukocyte infiltration at the
infection site.”™ The anti-inflammalory effects on evolution
of skin lesions and anti-Leishmania activity of pyrazole carbo-
hydrazide derivatives should be investigated.

CBA mice infected with L. amazonensis had an increase
in levels of neutrophils in peripheral blood, which was not
observed when animals were infected and treated with pyra-
zole carbohydrazide derivatives. Levels in treated animals
were similar 1o those in healthy animals. Studies with pyra-
zole carbohydrazide derivatives have shown several biological
activities for these compounds. ™™ Some of these pharmaco-
logic properties may be caused by the hydrazone group in this
molecule, which determines analgesic, anti-inflammatory, and
anti-thrombotic activities.!"™** Moreover, pyrazole carbohy-
drazide derivatives also have the pyrazole group and show
a variety of pharmacologic properties. In experimental stud-
ies, the pyrazoles have shown antimicrobial¥* antiviral ™
and antitumor activities.®~" The pyrazole ring present in some
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Fiouge 5. Nitric oxide production in mice 16 weeks post-infection
with Leishmania amazonensis and treated with pyrazole carbohy-
draride derivatives. Nitric oxide was measured in supernatants from
unstimuolated lymph node cells after culture for 48 hours (n = 8 per
group). Significance levels comparing treatment compounds and
infected mice are indicated, * P< (L05,
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anti-inflammatory drugs could be responsible for selective
imhibition of the cyclooxygenase 2=

The proposed mechanism of action for the biological effects
of pyrazole carbohydrazide derivatives may be inhibition of
the enzyme 5-lipoxygenase,'™ This enzyme is involved in the
arachidonic acid pathway that induces leukotrienes formation.
Leukotrienes have several functions. including chemotaxis for
neutrophils®* Therefore, in this study, the decrease in neutro-
phils in peripheral blood of treated animals may be caused by
inhibition of 5-lipoxygenase.

During evaluation of new synthetic compounds against
experimental leishmaniasis in the murine model, it is neces-
sary to evaluate possible toxic effects These dala will enable
study and application of the new drugs in the future. The obvi-
ous guestion was Lo evaluate loxicity in treated animals. This
evaluation was performed by assessing body weight, leukocyte
counts, hepatic enzymes, and urine creatining. Systemic toxic-
ity is defined as a reduction in body weight in experimental
animals In addition to reduction of body weight. systemic
toxicity could be manifested through alterations of organ
weights, In the present study, there was no alteration in body
weights and spleen weights. The effect of the test compounds
on leukocyte counts, hepatic enzymes, and urine crealinine
was assessed by blood and serum analysis. No alterations in
levels of ALT and AST were found. These enzymes have been
extensively used as markers for toxicologic study of hepatic
functions.”

Production of nitric oxide by macrophages is essential
for controlling growth of L. major® or L. amazonensis.™
In treated animals, production of nitric oxide was induced
by compound 1 when measured 24 hours after culture of
unstimulated lymph node cells. However, when treated ani-
mals were infected with L. amazenensis, compounds 1 and
2 induced production of nitric oxide in the lymph node cell
culture when measured after 48 hours (Figure 5). This result
may be an important [actor in controlling infection. In the
present study, cells from CBA mice treated with pyrazole
carbohydrazide derivatives and infected with L. amazonen-
sis produced more nitric oxide than did cells from untreated
susceptible mice.

Conflicting studies have reported a correlation of the capac-
ity of CBA mice infected with L. amazonensis 1o induce pro-
duction of nitric oxide with resistance'” or susceptibility” to
L. amazonensis. Additionally, when nitric oxide was used as an
inhibitor of nitric oxide synthase in [.. major-infected mice. a
considerable increase in parasite burden and development of
larger skin lesions was observed ®* which corroborated the
importance of this mechanism in regulating parasile growth
in vivo,

Treatment of CBA mice infected with 1. amazonensis with
pyrazole carbohydrazide derivatives controlled progression
of cutaneous lesions and dissemination of parasite in drain-
ing lymph nodes. No toxicity was observed (no variations in
AST, ALT, creatinine, or body weight) in treated mice, Thus,
the therapeutic effect of these compounds may be compara-
ble with that of ketoconazole. Another feature observed was
the capacity to decrease the number of neutrophils in both
groups Ireated with compounds than in infected controls. It
has often been suggested that these compounds, in addition
to showing leishmanicidal activity reflected in reductions in
parasitic burden. may also control evolution of the inflamma-
Lory process.

In conclusion. [urther experiments on dosage optimization
and mechanism of action will be carried oul. These experi-
ments will involve possible anti-inflammatory effects and anti-
Leishmania activity to determine an adequate dosing regimen
for therapeutic use.
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Documento 2

Nesta etapa deste estudo, os compostos 1H-pirazol-4-carbohidrazidas que
apresentaram atividade leishmanicida in vitro e in vivo foram investigados quanto
a sua acao nas formas amastigotas. Sabendo-se que uma sintese que necessite
de menos etapas, se torna mais barata para a producdo, foram analisados
também os compostos intermediarios (P1, P2 e P3) das carbohidrazidas
pirazodlicas, quanto a sua atividade leishmanicida. Foram analisadas as diferencas
de atividade durante as formas de vida do parasito, que poderiam ajudar a
elucidar os mecanismos de acdo dos compostos. Os compostos precursores nao
foram ativos sobre as formas promastigotas. No entanto, todos os compostos
foram ativos na forma amastigotas e ndo mostraram citotoxicidade em célula de
mamiferos. As contribuicdes farmacoféricas do anel N-heteroaromatico e do
grupo hidrazina nos compostos intermediarios para a atividade leishmanicida
foram observadas. Todos os compostos testados provocaram o aumento da
producdo de NO em macréfagos estimulados ou ndo por LPS. Neste trabalho
pode-se avaliar a contribuicdo de alguns grupamentos da molécula dos
compostos na atividade leishmanicida, agregando conhecimento sobre os
mesmos. Estes resultados foram submetidos ao European Journal of Medicinal
Chemistry em 2011 - “Charret KS etal. Effectiveness of carbohydrazides
precursor in promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis.

European Journal of Medicinal Chemistry”.
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Effectiveness of carbohydrazides precursor in
Leishmania amazonensis promastigotes and

amastigotes .

Karen S. Charret 2, Raquel F. Rodrigues 2, Alice M.R. Bernardino °, Adriana O.
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Recently synthesised 1H-pyrazole-4-carbohydrazides presented in vitro and in
vivo leishmanicidal activities. Their synthesis requires fewer steps and thus makes
it less costly to produce. In addition, the intermediary compounds (P1, P2 and P3)
exhibited leishmanicidal activity. Activity differences during various stages of the
parasite life should help to elucidate the compounds’ mechanisms of action. The
precursor compounds were not active on the promastigote forms. However, all of
the compounds were active in amastigotes and without cytotoxicity to the host cell.
Herein, the pharmacophoric contributions of the N-heteroaromatic ring and
hydrazine groups in the intermediary compounds towards the leishmanicidal
activity, which was observed only for the amastigote forms of the L. amazonensis,
are presented. All of these compounds might have led to increased NO production

in stimulated or not stimulated macrophages.
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Keywords: 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-
carbohydrazides; Antileishmania activity; Leishmania, Nitric Oxide.

1 Introduction
Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoa of the genus

Leishmania that affects about 2 million people per year (1). Leishmaniasis reaches
around 12 million people worldwide, and 350 million people live in areas at risk.
Eighty-eight countries are affected by leishmaniasis; however, notification is
mandatory in only 32 of these countries, resulting in an underestimation of the
number of cases. Recently, the number of cases in European countries has
increased because of co-infection with HIV (2,3,4), resulting in a serious health
problem and difficulty in choosing the type of treatment (1,5). This disease has two
main clinical forms, tegumentary leishmaniasis (TL) and visceral leishmaniasis
(VL), and is endemic in tropical and subtropical regions of the world (6).

The Leishmania parasite is a protozoan belonging to the family
Trypanosomatidae and the order Kinetoplastida. This flagellated organism has two
distinct forms during its life cycle: promastigotes, which are elongated,
extracellular and found in the gut of the insect vector, and amastigotes, which are
rounded with a rudimentary flagellum that occurs intracellularly in vertebrate host
cells and mainly in the mononuclear phagocytic system. However, amastigote
forms have been found in other cell types such as neutrophils, fibroblasts and
dendritic cells (7,8,9). The differences between these two forms not only are
morphological but also include important biochemical and molecular differences
such as glucose catabolism, fatty acid B-oxidation (10,11,12), amino acid
metabolism (13,14), nuclease and cysteine proteinase activities (15,16,17), purine

metabolism (18), protein phosphorylation (19) and gene expression (20,21).
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The difficulty in controlling parasitic diseases remains a serious problem.
The absence of an alternative chemotherapeutic approach for treatment of
Leishmania infection requires urgent attention. Presently, no vaccines are
available, and chemotherapy is unsatisfactory and expensive (22). Pyrazole
carbohydrazides are compounds with anti-inflammatory, analgesic, and anti-
thrombotic effects (23) in addition to anti-viral and anti-tumour activities (24). We
have previously demonstrated in vitro activity of several 1-(4-X-phenyl)-N"-[(4-Y-
phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide derivatives against Leishmania
amazonensis promastigotes (Figure 1) (25).

Due to the high cost of current chemotherapy, developing novel drugs that
are effective and inexpensive is needed. Reducing the synthesis steps of a
compound makes it less costly to produce. Furthermore, understanding
differences in activity on the different stages of parasite life should help to

elucidate the compounds’ mechanisms of action.

2 Chemistry

We previously reported the synthesis of a new series of 1-(4-X-phenyl)- N'-
[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide derivatives (25). The four-
step synthetic route for the preparation of these compounds is outlined in Scheme
1. The final derivative and all of these intermediary compounds form stable
structures, which have been fully characterised by commonly used methods (IR,
'H-, 3C-NMR) and were synthesised using a molecular hybridisation approach
(25). Drugs containing acylhydrazone derivatives have shown important biological
effects such as analgesic, antiplatelets and anti-inflammatory activities (24,25,26).

The aza-vinylogous groups in the pyrazole carbohydrazide molecules possibly
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function as hydrophobic anchors for active sites within protozoa (23,27). In
addition, it could be useful to study the contribution of the phenyl groups in
pyrazol-4-carbohydrazide compounds to its bioactivity profile. In order to confirm
and better understand the antileishmanial activity, we conducted a complementary
study in which the inhibitory effects of 1-(4-X-phenyl)-1H-pyrazole-4-
carbohydrazides with X= Br (P1), X= NO; (P2), X=H (P3) as precursors of 1-(4-X-
phenyl)- N’-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide) against two

distinct forms of L. amazonensis.

3 Pharmacology

Studies with pyrazole carbohydrazide derivatives have shown that they
exhibit several biological activities. (28,29). Some of these pharmacologic
properties may be associated with the hydrazone group, which has been shown to
determine analgesic, anti-inflammatory, and anti-thrombotic activities (23,20,31).
Moreover, pyrazole carbohydrazide derivatives also contain a pyrazole group and
show a variety of pharmacologic properties, such as antimicrobial (32,33), antiviral
(34), and antitumor activities (35,36). The pyrazole ring present in some anti-
inflammatory drugs could be responsible for selective inhibition of cyclooxygenase
2 (37). The proposed mechanism of action for the biological effects of pyrazole
carbohydrazide derivatives is the inhibition of the enzyme 5-lipoxygenase (23, 30),
which is involved in the arachidonic acid pathway that induces leukotriene
formation.

The N-acylhydrazone (NAH) moiety (RCONHN=CHR) has been used in
the design of new bioactive compounds with distinct pharmacological profiles,

such as anti-trypanosome activities. We previously reported the leishmanicidal
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activity in vitro and in an experimental model of a new series 1-(4-X-phenyl)- N"-
[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide of N-acylhydrazone

compounds (NAHs) (25, 38).

3 Results and Discussion

The new series 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-
carbohydrazides (1-30 series) was prepared from the corresponding hydrazine
intermediates  (40-42 series) obtained by treating the 4-(4-phenyl)
pyrazolylchlorides with hydrazine hydrate following a previously described
procedure, as shown in Fig. 1 (25). We previously investigated a series of
pyrazole-4-carbohydrazides (1-30) for their inhibitory effects against extracellular
promastigotes of L. amazonensis, L. chagasi and L. braziliensis parasites and for
their direct toxic effects on macrophage host cells (25). In addition, we also
reported two pyrazole-4-carbohydrazide substituents, X=Br/ Y=NO, (FC1) and
X=NO, / Y=CI (FC2) as good antileishmanial agents in an experimental murine
model (38). These results reinforced the antileishmanial profile of substituted
carbohydrazides (RCONHN=CHR) reported in the literature (25, 39). In order to
investigate the possible pharmacophoric contribution of the imino group (-N=C-) in
carbohydrazide moieties in our compounds, we selected the two most effective
compounds (FC1 and FC2) and three of its intermediary precursors (P1, P2 and
P3) and evaluated their in vitro activity against promastigotes and intracellular
amastigotes of L. amazonensis.

We demonstrate that the precursors (P1, P2 and P3) with a hydrazine (-

N=N-) subunit were inactive against the promastigote forms at concentrations up

58



to 320pug/mL (table 1). Furthermore, our results revealed that compounds FC1 and
FC2, which have a basic imino (R.C=N-R) subunit, were able to inhibit
promastigote growth (table 1). Significant antileishmanial activity of these two
carbohydrazide derivatives (FC1 and FC2) was observed on Leishmania-infected
macrophages (fig 2). Significant and minor effects were observed with 160 pg/mL
and 20-30 pug/mL, respectively, of the precursor compounds P1, P2 and P3 (fig 2a,
2b).

Although compounds FC1 and FC2 were able to inhibit promastigote
growth, our data demonstrated that both types (with or without imino groups) can
stimulate leishmanicidal activity in macrophages (fig 2a, 2b). In an earlier report,
nitric oxide (NO) production by carbohydrazide derivatives (FC1 and FC2) was
investigated in draining lymph nodes and spleen cells for an association with
disease evolution. The cells from CBA mice treated with pyrazole carbohydrazide
derivatives and infected with L. amazonensis produced more NO than the cells
from untreated susceptible mice (38). However, this effect could be related to the
presence of specific substituents on the ring or to the ability to release NO by itself
(40). In addition, NO in macrophages was identified as a potent effector molecule
against extracellular and intracellular Leishmania forms (41). However,
Leishmania parasites were reported to survive despite exposure to toxic
nitrosative oxidants during phagocytosis by the host cell (42). Herein, we
demonstrated that the FC1 compound and all of the precursors (P1, P2 and P3) at
80 ug/mL significantly increased NO production in elicited macrophages without
lipopolysaccharide (LPS) activation (fig. 3a). These findings were supported by
elevated NO production in macrophages treated and previously stimulated by LPS

(fig. 3b). It has been well established in murine models that increased
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leishmanicidal activity in activated macrophages is correlated with increased NO
production (41). Notably, the precursor compounds (P1, P2 and P3) were not
effective against promastigote forms (table 1) but potentially reduced macrophage
infection through induction of NO production (fig 2a). These results suggest that
the intermediary compounds having a hydrazine subunit could modulate
macrophage infection by indirect functions. Considering that no differences were
observed in nitrite measurements of parasite cultures with and without precursors
or final products (80 ug/mL) after 24 h incubation (data not shown), we suggest
that these compounds are not a class of NO donors. However, NO production by
macrophages alone does not fully explain the inhibitory effect of FC1. Therefore,
the aza-vinylogous groups in the pyrazole carbohydrazide molecules possibly
function as hydrophobic anchors for active sites within the protozoa (43).

Azol compounds, such as ketoconazole and benznidazole, have been
suggested to interfere with ergosterol biosynthesis in protozoa and fungi (44). In
the case of L. amazonensis, the mechanisms of action seem to be unrelated to the
biosynthesis of ergosterol, because no change was observed in the concentration
of ergosterol in the promastigote culture containing the studied compounds
compared to that without treatment (unpublished data).

In conclusion, the data in this study confirmed the leishmanicidal activity of new
1H-pyrazole-4-carbohydrazides on both forms of L. amazonensis. The precursors
did not present any effect against promastigotes but were active against
intracellular amastigotes. The imino group present in the final products (FC1 and
FC2) may be the principal contributor to the leishmanicidal activity. These
compounds might induce an increase of NO release by macrophages, as they are

unable to do it by themselves.
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5 Experimental protocols

5.1 Parasites

L. amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016 strain) was maintained by animal
passage and cryopreserved in liquid nitrogen. Promastigotes were cultured in
Schneider's Drosophila medium, pH 7.2 (Sigma, St. Louis, MO, USA),
supplemented with 10-20% (v/v) heat-inactivated foetal calf serum (FCS). The
characterisation of this strain was performed by molecular techniques such as
isoenzyme electrophoresis (45).

5.2 Animals

Mice acquired from Centro de Experimentacdo e Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL-Fiocruz) were used to obtain peritoneal macrophages for
both infection and isolation of Leishmania. The experiments were conducted using
a protocol approved by the Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA /Fiocruz

(P0020-00).

5.3 Chemicals

The 1-(4-X-phenyl)-N"-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazides
with substituents X=Br / Y=NO2 (FC1); X=NO2 / Y=CI (FC2) and X= NO2 / Y= Br
(FC3) and their precursors with substituents X=Br (P1), X= NO; (P2) and X=H
(P3) were synthesised with a molecular hybridisation approach. The structures of
these stable and crystalline compounds were fully characterised by commonly
used techniques (IR, *H-, 13C-NMR) (25).

5.4 Drug assay on promastigotes
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The precursor drugs were tested in a concentration range of 40-320 pg/mL
solubilised in dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co.), with the final
concentration of the solvent in the experiments never exceeding 1.6%. They were
added to a 96-well microplate and incubated at 26 °C for 24 h with parasites in
their late log phase, containing a high amount of metacyclic forms and with a
concentration of 4 x 10° cells/mL (46).

Counting of the remaining parasites in Neubauer's chamber was used to observe
the drug effects. The percentage of inhibition was estimated by comparison with
the control, and the results are expressed as ICs¢/24 h, i.e., the concentration that
caused a 50% reduction in survival/viability in comparison to identical cultures
without the compounds. All tests were carried out in triplicate and ketoconazole
and pentamidine were used as reference drugs.

5.5 Cytotoxicity assays

The cytotoxicity of all compounds expressed as cell viability was assayed on
peritoneal macrophages from mice. The cells were isolated from the peritoneal
cavity of Balb/c mice with cold RPMI 1640 medium, supplemented with 1 mmol -1
I-glutamine, 1 mol I-1 HEPES, penicillin G (105 IU |-1) and streptomycin sulphate
(0.10 g I-1). The cells (2 x 10° cells per well) were cultivated on a microplate and
incubated at 37<C in a humidified 5% CO , atmosphere. After 2 h of incubation, the
adherent cells were removed, and the adhered macrophages were washed twice
with RPMI. Compounds were added to the cell culture at a concentration range of
40-320 pg/mL and incubated for 24 h. Then, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT, Sigma) was added, and the results were
evaluated on a spectrophotometer (47).

5.6 Drug assay on intracellular amastigotes
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Peritoneal macrophages from mice were cultured as described above using a Lab-
Tek Chamber Slider System (Nalge Nunc, Naperville, IL, USA). The mice were
infected with L. amazonensis promastigotes in log phase with a
parasite:macrophage rate of 4.1 and incubated overnight. Then, the cultures were
washed twice, and the carbohydrazide derivatives were added with the
substituents X=Br / Y=NO2; X=NO2 / Y=Cl and X= NO2 / Y= Br and their
precursors with substituents X=Br, X= NO2 and X= H and then maintained under
these conditions for 24 and 48 h. The chamber was stained with Panotico kit
(Laborclin, Pinhais, PN, Brasil) and observed by optical microscopy. The

percentage of inhibition was estimated by comparison with the control.

5.7 Nitric oxide dosage.

Mice peritoneal macrophages were cultured on 96-well plates with or without
stimulation of 10 pg/mL lipopolysaccharide (LPS) (Sigma) plus 1 ng/mL of IFN-y
for 2 hours and then treated with the carbohydrazide derivatives and its precursors
at a concentration range of 10 to 80 pug/mL for 24 h at 37<C in an atmosphere of
5% CO,. Indometacin was used in the controls (Merck Sharp & Dohme, New
Jersey, USA). Culture supernatants were analysed for nitric oxide by using a
Griess reaction on a 96-well plate and read at 545 nm in a spectrophotometer

(48).
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5.8 Statistical analyses

Results are expressed as the arithmetic mean of triplicates and are accompanied
by their respective standard deviations. Means of control and experimental groups
were compared by Student’s t-tests. Comparisons of multiple groups were
performed by NOVA tests. Differences were considered to be significant when P

<0.05. Statistical analysis was performed using Graph Pad Instat 2.0.
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Figure 1. General procedure for the synthesis of 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-

pyrazole-4-carbohydrazides.
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Table 1 - General structure of 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-

carbohydrazide and their precursor ICsy values on promastigotes of L. amazonensis and murine
macrophages. (* Bernardino et al., 2006)

Compound X Y Promastigote  Cytotoxicity

Activity
L .
FCl* Br N02 50 U.M >210 HM [7“//‘\“/ \:\\;‘KH’_
L W " (/ =
N \‘
FC2* NO, CI  80uM >270uM El\ \ {
_ *
I (1-30)
P1 Br >600uUM >600uUM Yoo
P2 NO, >600 UM >600 pM 7
\N
|
P3 H >600 uM >600 uM \
L

70



Figure 2a
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Figure 2 - Effect of carbohydrazides precursors on macrophage infection . Balb/c mice
peritoneal macrophages adhered to Lab TeK chamber slides (2 x 10° cells) were infected with L.
amazonensis amastigotes 4:1 and were treated with (a) P1, P2 and P3 compounds at 160 pg/mL,
or (b) 30 ugmL of P1, P3 and FC and 21 pg/mL of P2 and FC2. After 24 h and 48 h, the

percentages of infection were estimated. *P<0.01 (compared to control group).

Figure 3a
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Figure 3 - Nitric oxide (NO) production in infected macrophages treated with carbohidrazides.
Balb/c mice peritoneal macrophages: (a) Non stimulated and treated with 80 pgmL of
carbohydrazides; (b) macrophages stimulated with LPS+IFN-y were treated with carbohidrazides
at a concentration range of 10 — 80 ug/mL. Nitric oxide levels were measured 24 h later. *P<0.001

(compared to control group).
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Documento 3.

Esta terceira parte do estudo da continuidade ao estudo in vivo anterior, focando
0s aspectos histopatolégicos e imunologicos dos camundongos CBA, infectados
por L. amazonensis e tratados com os compostos testes. Neste, 0s camundongos
CBA foram infectados com L. amazonensis e tratados por via oral com o0s
derivados carbohidrazidas pirazélicas e os efeitos histopatoldgicos e imunoldgicos
foram entdo investigados. O estudo histopatolégico revelou que mudancgas na
derme foram correlacionadas com o tamanho macroscépico da leséo.
Camundongos CBA infectados tratados com carbohidrazidas pirazélicas tinham
lesGes menores, e as estruturas da epiderme e derme tiveram niveis mais baixos
de infiltrado inflamatério comparados com os camundongos controles infectados
nao tratados. Na derme dos animais tratados, o numero de macréfagos
vacuolizados contendo parasitas intracelulares era muito mais baixo do que nos
animais infectados ndo tratados. Além de macréfagos da derme, também
observamos um infiltrado inflamatério misto contendo linfocitos e neutrofilos.
Apesar de numeros mais baixos de células B (+ B220) e neutréfilos (MPO +)
identificadas nas lesbes de camundongos tratados, em comparagdo com 0 grupo
de camundongos infectados néo tratados, o numero de células T (CD3 +)
manteve-se comparavel nos tecidos de ambos os grupos. Em células do linfonodo
de drenagem, o numero de linfécitos T (CD3 +) foi diminuido, e os numeros de
células B (CD19 +) e células T CD8 + estavam aumentadas em camundongos
infectados, quando comparado com o grupo controle ndo-infectado. Em adicional,
foi mostrado que as células tratadas e néo tratadas de linfonodos infectados
tinham os mesmos niveis expressdo do mRNA de TGF-B e IFN-y, enquanto IL-4
gue foi expressa em menor quantidade no grupo tratado. O aumento dos niveis

de anticorpos da subclasse especifica anti-leishméania 1gG2a/lgG3 foram
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observados nos grupos tratados. Em geral, esses achados sugerem que
carbohidrazidas pirazélicas exercem efeitos terapéuticos significativos através da
modulacdo da IL-4 expressao e niveis de células B, no entanto, uma avaliacao
mais aprofundada é necessaria para determinar o regime de tratamento ideal.
Estes resultados foram submetidos ao International Journal for Parasitology —
Drugs and Drug Resistence em 2011 — “Charret KS et al. The histopathological
and immunological profile of CBA mice infected with Leishmania amazonensis
after treatment with pyrazole carbohydrazide derivatives. International Journal for

Parasitology.”
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The histopathological and immunological profile ofCBA mice infected with
Leishmania amazonensis after treatment with pyrazole carbohydrazide derivatives

Karen S. Charret Carla Eponina Carvalho-PintpJussara Lagrota-Candifl€ristiane F.
Hottz®, Marie-Luce Flores Lir8, Raquel F. RodriguésAlice M. R. Bernardind,
Marilene M. Canto-Cavalheift) Leonor Leorf, Veronica Amaral
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®Instituto de Biologia, Universidade Federal Flunmise, Outeiro de S&o0 Jodo Baptista,
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Abstract

Because there is no vaccine in clinical use, conifo Leishmaniasis relies almost
exclusively on chemotherapy. Recently, new synthepiyrazole carbohydrazide
compounds were tested in an experimental murireciioin model withL. amazonensis
and showed a significant therapeutic effect, resylin a lower parasite load and reduced
skin lesion size without causing any toxic effetsthis study, CBA mice were infected in
the footpad with.. amazonensis and then orally treated with pyrazole carbohydtegj the
histopathological and immunological effects werenthinvestigated. Histopathological
study revealed that changes in the dermis werelabed with the macroscopic size of the
lesion. Infected CBA mice treated with pyrazolebcdrydrazides had smaller skin lesions,
and the structures of the epidermis and dermiddwaelr levels of inflammatory infiltration
compared with the untreated infected control minethe dermis of treated animals, the
numbers of vacuolated macrophages containing elttdar parasites were far lower than
in untreated infected animals. In addition to ddrmacrophages, we also observed a
mixed inflammatory infiltrate containing lymphocgteand neutrophils. Although lower
numbers of B cells (B220+) and neutrophils (MPO+grevidentified in the lesions of
treated mice compared with the untreated, infeatéxk, the number of T cells (CD3+)
remained comparable in the tissues of both grolpgiraining lymph node cells, the
number of T lymphocytes (CD3+) was decreased, e@ashtimbers of B cells (CD19+) and
CD8+ T cells were increased in infected mice, wikempared with the non-infected
control group. In additional, we have shown theated and untreated infectgchph node
cells had similar levels of TGEF-and IFNy mRNA expression, whereas IL-4 was
expressed at a lower level in the treated grouprebsed levels of the specific anti-
Leishmania 1gG2a/lgG3 antibody subclass were observed inpffagie carbohydrazidtreated
group. Overall, our experimental findings suggdsit tpyrazole carbohydrazides exert
significant therapeutic effects through the modafabf IL-4 expression and B cell levels;
however, further evaluation is required to deteertire optimal treatment regime.
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1. Introduction

Leishmaniasis is a parasitic disease of the trb@nd subtropical regions of the world,
affecting about 2 million people per year (Desje@f04). The disease is expanding in
Latin America and is increasing among patients W, including in Europe (Cruz et al.,
2006). Leishmaniases are caused by flagellate pwatthat are transmitted to humans by a
sand fly vector. When these insects take a bloaoal,itteey transmit the infectious forms of
the protozoa to the vertebrate host. The metacpotimastigotes then infect macrophages,
where they remain in phagolysosomes and differentr@o replicating amastigotes. The
progression of the disease depends on the natuhe dfost immune response, as well as
factors intrinsic to the parasite, which are expeesdifferently among the species of
Leishmania. The control of leishmaniasis is very complex aepends on the variety of
the Leishmania parasite species, drug resistance and the siéet®fbf the drugs used
(Ameen, 2010).

Despite their toxic properties and side effectsitgealent antimonial compounds {shre
still the first-choice drugs for leishmaniasis treant (Andersen, 2005; Frézard et al.,
2009). However, the emerging resistance.@thmania to S8 compounds limits its use

(Herwaldt, 1999; Sundar & Murray, 2005). Other campds have been evaluated against
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Leishmania, such as amphotericin B, rifampicin, pentamidiamjinosidine, miltefosine,
allopurinol, ketoconazole, metronidazole and ottierapeutic approaches in different
regions (Foti 2001). The ideal amtgishmania drug would be one that eliminated the
parasite and, at the same time, modulated theitostine response.

The characterization of two distinct populationsGid4+ T cells, Thl and Th2 cells, in a
mouse model of infection kdy. major (Mosman et al. 1986, Sacks & Noben-Trauth, 2002)
enabled some of the mechanisms associated wittesistance or susceptibility of the host
to be identified. Thl responses are associated téltytokines IFNg, IL-2 and TNFe,
with activating macrophages playing an importante.roThl responses can induce
cytophilic antibodies (IgG2a and IgG3) and/or delhyype hypersensitivity as part of a
protective immune response against intracelluléinggens (Trinchieri 1993). In contrast,
Th2 responses are associated with IL-4, IL-5, IL-TIGF and IL-13, which stimulate the
production of antibodies (IgG1 and IgE), the adtwa of eosinophils and mast cells and
the inhibition of some macrophage functions (Coffinet al. 1988; Boom et al. 1990;
Fiorentino et al. 1991). Compounds that alter thmlkine microenvironment can inhibit
inflammation and reduce the number of macrophaBeslucing the number of parasites
can also reduce the immunogenic stimulus that leadse expansion of Th2 cells during
infection (Alexander et al., 1999).

Infection by L. amazonensis causes progressive, non-healing lesions in strainsice
resistant toL. major (McMahon-Pratt and Alexander, 2004). SusceptibBRACmice
infected withL. amazonensis produce IL-4 and IL-10, in contrast ta major-infected
CBA mice, which produce IFN-and IL-10 (Lemos de Souza et al., 2002). However,
studies in C3H and C57BL/6 mice showed that thqugnesis of the disease caused by
L. amazonensis is independent of IL-4/IL-10 cytokine productioAf¢nso & Scott, 1993;

Jones et al., 2002; Ji et al., 2008)humans, IL-4 is associated with disease devedmim

78



(Mansueto et al., 2007). The cellular mechanisrapaesible for the susceptibility of mice
to infection byL. amazonensisis still not clear, although CD4+ T cells have tbebown to
play an important role in the pathogenesis of tisease (Soong et al, 1997;. Jones et al,
2000). Other cell types also contribute to the tigyaent of disease, including B cells and
the antibodies they produce (Kima et al., 2000).

Heterocyclic acyl hydrazones pyrazole is a strictwith diverse pharmacological
activities and is, therefore, of great interesttfue treatment of leishmaniasis (Barreiro et
al., 2002). The 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl) nhgtene]-1H-pyrazole-4-
carbohydrazides are heterocyclic compounds whichtaoo a ring and a pyrazole
hydrazone group. Analgesic, anti-inflammatory amdi-tarombotic activities have been
reported for these acyl hydrazones compounds (Bare¢ al. 2002). Some studies have
also demonstrated antitumor and antiviral actigiti@ostom et al., 2003). Pyrazole
carbohydrazide derivatives showed anti-parasittovig in vitro againstL. amazonensis
promastigotes and, to a lesser exténtbrazliensis and L. chagasi, with no toxicity to
murine macrophages (Bernardino et al., 2006). Thleswatives were tested in a murine
model of infection withL. amazonensis and showed a significant therapeutic effect, with
no signs of liver or kidney toxicity (Charret et a009). Based on these data, mice infected
with L. amazonensis were treated with pyrazole carbohydrazide, and His¢ology of
lesions, cytokine mRNA expression, B and T lymphecghenotypes in the draining
lymph nodes of the infection site and changes & lthmoral immune response were
analyzed.

2. Materials and methods

2.1 Parasites

L. amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016 strain) was maintained by aninpassage and

cryopreserved in liquid nitrogen. Promastigotesemeultured in Schneider’'s Drosophila
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medium, pH 7.2 (Sigma, St. Louis, MO, USA), suppiened with 10—-20% (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum (FCS). The characé&tion of the strains was performed using

molecular techniques such as isoenzyme electropisdi@rimaldi et al., 1987).

2.2 Animals

Mice were acquired from the Nudcleo de Animais dédratorio (NAL-UFF) and Centro
de Experimentacdo e Criacdo de Animais de Labaoat@CECAL-Fiocruz). Each
experimental group consisted of 8 male 8-week-dd @ice. BALB/c mice were used as
a control for infection. The experiments were castdd using a protocol approved by the
Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA/Fiocr@0@®-00)/ CEPA/UFF (0090/09).
2.3 Chemicals

The 1-(4-X-phenyl)-N"-[(4-Y-phenyl) methylene]-1Ha@zole-4-carbohydrazides (Fig. 1)
with the substituents Br-NGX = Br, Y = NO,); NO»-Cl (X = NO,, Y = CI) and NQ-Br

(X = NO,, Y = Br) were synthesized using the molecular ldibation approach. The
structure of these stable and crystalline compowvals fully characterized by the usual

methods (IR'H-, **C-NMR) (Bernardino et al., 2006).

2.4 Cutaneous lesion measurements

Mice were infected with 1 x £@romastigotes (late log phase)Lofamazonensis. Animals
were treated orally with the pyrazole carbohydrazedmpounds (1.5 mg/kg/day of Br-
NO, NO.,-Cl and NQ-Br) from the second week after infection for up 46 days,
continuously Lesion thickness was evaluated weekly by measuhagliameters of both
rear feet with a direct reading dial caliper (Mawyb, Yokohama, Japan). The size of the
lesion in millimeters was calculated by subtracting measurement of the uninfected foot

from that of the infected foot.
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2.5 Histopathology and immunohistochemistry

Skin lesions were collected at 12 weeks of infectiad at the end of the treatment, and the
tissues were fixed in buffered 4% formalin overnigind embedded in paraffin. The
sections (5 um) were hydrated and stained by Miageratoxylin and eosin with phloxine
(Sigma-Aldrich, Massachusetts, USA) staining. Hoe tmmunostaining, sections were
deparaffinized and treated with distilled water teaming 3% HO, and were then
unmasked with 10 mM sodium citrate buffer in a stdaath and blocked using a biotin
blocking kit (Dako, Glostrup, Denmark). The sectiomere incubated with 20% normal
goat serum and, then, with monoclonal anti-B220u{8ern Biotechnology, San Diego,
CA, USA), CD3 (DBS, Pleasanton, CA, USA), -F4/8(ASerotec, Kidlington, Oxford,
UK) and -MPO (LifeSpan bioScience, Seattle, WA, US#tibodies to identify B and T
lymphocytes, macrophages and neutrophils respégctiPeroxidase activity was detected
using the DAB substrate system (Dako, Glostrup, nbemk). The tissue sections were

analyzed by optical microscopy.

2.6 Flow cytometry analysis

The frequency of peripheral blood leukocytes waalyaed by flow cytometry. Anti-

mouse CD4+-Tricolor, CD8+-PE and CD19+-FITC monaeloantibodies (Caltag Lab.,
San Francisco, CA, USA) were used for the deteaio@D4+, CD8+ T cells and B cells
respectively. Samples were acquired with a FACS iICkw Cytometer (Dako, Glostrup,
Denmark). A total of 10.000 events were collectathw a viable lymphocyte-enriched
gate defined according to the forward and sidetegay parameters. Appropriate
fluorescence gates were created based on therigbedintrols, with respect to curve
inflexions, and the analysis was carried out with Summit v.4.3 Build 2445 program

(Dako, Fort Collins, CO, USA).
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2.7 RT-PCR

Total RNA from the lesions was extracted using dirReagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) according to the manufacturer’s instructiddext, 1ug of total RNA obtained from
the lesions or lymph nodes was reverse transcrisaty SuperScript || RNase Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) adayoddT) 15 primers (Promega,
Southampton, UK). PCR amplification was performetihwa programmable thermal cycler
(Perkin—Elmer 2400, USA). The cDNA amplificatiorofwcols were as follows: for TGF-
B and GAPDH, 30 cycles of 15 s at 94°C, 30 s at 68%@ 3 min at 72°C; for IFM- 35
cycles of 15 s at 94°C, 30 s at 62°C, and 3 mifR&Et; and for IL-4, 35 cycles of 15 s at
94°C, 30 s at 65°C, and 3 min at 72°C. All reastiovere completed with a final
amplification step at 72°C for 5 min. The sequenmfethe PCR primers (Table 1) were
made to order by Integrated DNA Technologies, [@oralville, 1A). A 100-bp ladder
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used as a smeker. The PCR products were
subjected to electrophoresis in a 1.7% agaroseageghining 0.8 mg/ml ethidium bromide

and photographed using a Doc-Print Il (Vilber LowtnBrance).
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2.8 Evaluation of serum antibody titers

To assess the parasite-specific antibody titerlg@f IgG1, IlgG2a and IgG3, 96-
well assay plates were coated witkishmania amazonensis promastigote lysates (50
ug/mL) overnight at 4°C. After blocking, the platesere washed and incubated with
individual mouse serum samples (1:50 dilution) foh at 37°C. Next, the plates were
incubated with peroxidase-conjugated goat anti-rmolgGs (1:4.000 dilution; BD
Biosciences; Franklin Lakes, NJ, USA) for 1 h af@7The colorimetric assay was
developed with 3,3%,5-tetramethylbenzidine (TMB), according to the mauidrer’s

instructions (BD Biosciences, Franklin Lakes, NSA).

2.9 Statistical analyses

The results are expressed as the arithmetic meatmiptitates, accompanied by the
respective standard deviation. The means of théraloand experimental groups were
compared using the Student’s t-test. Differencesewensidered to be significant when P

< 0.05. The statistical analyses were performexdgu&raph Pad Instat 2.0.

3. Results
3.1 Effect of pyrazole carbohydrazide treatment oriootpad lesion progression

During the clinical analysis of CBA mice infectedithv L. amazonensis, we
observed progressiwewth in the size of the lesions in all animads 3 weeks post-infection until the
end of the study (data not showiral treatment with pyrazolic carbohydrazide coomuts with the
X =Br, Y = NG, (compound 1), X = N@Y = CI (compound 2) and X = NOY = Br
(compound 3) substituents promoted the controlhefdf skin lesions at 12 weeks after

infection, when compared with the non-treated gr@tiQ.2).
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3.2 Histopathology and immunohistochemistry in lesins of treated and untreated
infected mice

To investigate what happened in the skin lesiongnwthe animals were treated with
pyrazole carbohydrazide, histological (Fig 3) amiunohistochemical assessments were
performed (Fig 4). The slides of the foot lesiorctgms obtained at 12 weeks post-
infection revealed different intensities of inflaratary cellular infiltration in the treated
and untreated infected mice (Fig 2). In additioistdpathological examination revealed
that changes in the dermis were correlated witmtheroscopic size of the lesion.

In the footpad of the infected mice, vacuolatedmphages containing amastigotes were
present at much higher numbers (Fig. 3A, B). Funtioee, a great number of free parasites
were detected in the dermis of these mice (Fig. 3Bg infiltrating cells were a mixture of
inflammatory cells, including macrophages, lymphesy neutrophils and rare eosinophils.

In contrast, the treated mice showed lower numbénsarasitized macrophages
and rare free amastigotes in the extracellularesgbig. 3C, D). CBA mice infected and
treated with the two pyrazole carbohydrazide déifrea had much smaller skin lesions,
and the structures of the epidermis and dermis wesgerved, with limited inflammatory
infiltrates (Fig 2, Fig 3C, D, E, F, G, H). Althoagracuolated macrophages containing
intracellular parasites were found in the dermistreted animals, they were far less
numerous than in untreated animals.

To further define the cellular populations preseatt the infection sites,
immunohistochemical studies using specific monagl@mntibodies for CD3, MPO, F4/80
and B220+ were performed. Although lower numbersB@P0+ cells and neutrophils
(MPO+) were observed in the lesions of treated roarapared with those in the untreated
mice, the number of T cells (CD3+) remained comiplaran the tissues of both treated and

non-treated infected mice (Fig. 4). Vacuolated mopbages were observed by hematoxylin
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and eosin staining, but when assessed by immuochesistry, cells stained with anti-
F4/80monoclonal antibodies were scarcely detected inirifected mice, treated or not

(data not shown).

3.3 Evaluation of lymphoid cell populations

L. amazonensis-infected CBA mice had swollen popliteal drainingmph nodes,
and it was important to assess the subpopulatibrigngphocytes present in the lymph
nodes of the footpad. To define which inflammatoeyl types were present at the site of
infection, flow cytometry was used to determine tiélative proportions of B (CD19+) and
T lymphocytes (CD3+) and their subsets (CD4+ an@€D

The percentages of lymphocytes present in the lymptles of infected and
uninfected animals are displayed as histograms @jigThe phenotypic analyses of the
lymphocytes from the draining lymph nodes showedeay significant (p = 0.002)
decrease in the relative number of CD3+ cells feated animals relative to the uninfected
control mice. The percentage of CD4+ cells in itddcmice was decreased (p = 0.001),
whereas CD8+ cells were significantly increased (203) compared with the uninfected
control group (Fig. 5A, B). In addition, an increas CD19+ cells (Fig. 5 C, D) was
observed in infected mice compared with the untef@ccontrol group (p = 0.01).
Moreover, no significant difference was observedhi@ percentages of CD3+ or CD19+

cells between the treated and untreated infected oupgt

3.4 Expression of cytokines in lymph node cells

The cytokines that mediate inflammatory responsesewevaluated by RT-PCR using
RNA from draining lymph node cells at the site loé¢ infection. mMRNA expression levels
of TGF$ and IFNy in the draining lymph nodes were not statisticallfferent in the

infected mice treated with compound 1 and those uefreated, when quantified at 10
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weeks post-infection. Even though these resultgvetidiigh variability, it was remarkable
that IL-4 mRNA expression was lowep € 0.05) in the mice treated with compound 1
than in untreated infected mice (Fig. 6A, B).
3.5 1gG isotypes of antik eishmania antibodies

To investigate the possibility of immunomodulatidhe levels of specific anti-
Leishmania antibodies were analyzed. Serum levels of beghmania IgG were increased
in all infected animals and were significantly hegln animals treated with compound 2 at
6 weeks post-infection (data not shown). At the efdhe treatment, 6 weeks after
infection, similar levels of specific antieishmania antibodies of the IgG1 subclass were
observed in the animals treated with compoundsdl2arAt 12 weeks post-infection, the
levels of IgG1 isotypes were compared to untreatddhals (Fig. 7A). At 6 weeks post-
infection, a significant increase in the levelslg€2a antikeishmania antibodies was
observed in the animals treated with compound 2ereds the animals treated with
compound 1 showed the same level of IgG2a antisabehe untreated animals (Fig. 7B).
At 12 weeks post-infection, the level of IgG2a vdesreased in the animals treated with
the compound 2. In addition, at six weeks posteiida, a significant increase in the levels

of IgG3 was observed in the animals treated withpaund 1 (Fig. 7C).

4. Discussion

Leishmaniasis is a tropical/subtropical diseaseliha been treated with a variety of drugs
with toxic properties (Foti, 2001). In this studywe demonstrated that pyrazole
carbohydrazide derivatives decrease the size afi $#sions and decrease cellular
infiltration into the lesions induced bly. amazonensis infection. In a previous study,
pyrazole carbohydrazides (compound 1, X = Br, YG2\and compound 2, X = NO2, Y =

Cl) had a significant therapeutic effect against phomastigote form df. amazonensisin
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vitro, although compound 3 (X = NO2, Y = Br) showedditactivity. We have shown that
the substituents on the benzene ring can strongflyence the therapeutic activity
(Bernardino et al., 2006)Because the search for alternative therapies, dimgjuthe
identification of formulations for the oral treatnteof cutaneous leishmaniasis, is
emerging (Croft & Coombs, 2003), we decided to test therapeutic effects of these
compounds. We demonstrated that oral treatment wiyhazolic carbohydrazides
(compound 1, X = Br, Y = N@and compound 2, X = NQY = Cl) decreased lesion size
and reduced the parasite burden in the poplit@aplynodes by approximately 98% at the
16" week post-infection compared with the untreatefédted control (Charret at al.,
2009). Moreover, compound 3, a molecule that suwles bromine atoms (X) for nitro ()
on the benzene rings at thara-site, did not shown vitro leishmanicidal activity toward
the promastigote form (Bernardino et al., 2006}, ibuthis current work, this compound
did show a therapeutic effect when tested in ourimeumodel (Fig. 1). Additionally, a
small number of studies correlated clinical respsngvith thein vitro sensitivity of
promastigotes in the New World (Azeredo-Coutinhalgt2007).

The analysis of the cellular profile of the infattéootpad at 12 weeks post-
infection showed mainly vacuolated macrophagesdilvith amastigotes. This observation
was corroborated by others studies (Lemos de So@980, Abreu-Silva et al., 2004,
Cardoso et al., 2010). In addition, neutrophils avebserved in the lesions during the
chronic phase post-infection with amazonensis, and treated mice, with the exception of
those treated with compound 3, showed a reduationfiltrating cell numbers. CBA mice
infected withL. amazonensis had an increased percentage of neutrophils in ¢n@heral
blood, which was not seen when infected animalseweated with the pyrazole
carbohydrazide derivatives (Charret et al., 20@9)hough pyrazolic compounds were

able to control the parasitic burden of the drajidymph node and decrease the size of the
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cutaneous lesions and the extent of cellular mafilbn at the site of infection in our study,

the inflammatory process observed at the sitefettion was not completely eliminated; a

few intra- and extracellular parasites were stilkerved in the dermis at the end of the
treatment. Therefore, the combination of some exjsirugs with these new compounds
or a modified scheme of treatment/dose might baired to improve the efficacy of these

compounds.

In this study, an expansion of B lymphocytes antterease in T lymphocytes was
observed in the popliteal lymph nodes of CBA mitected withL. amazonensis that had
been treated with pyrazolic carbohydrazides or uetreated. These compounds failed to
directly modulate the expansion of any particulanphocyte subset within the lymph
node (Fig. 5B, D)Similar to another study (Cardoso et al., 2010),results demonstrated
an expansion of B cells in the draining lymph nadethe site of the infection and in
cutaneous lesions from CBA mice infected wlithamazonensis 12 weeks post-infection
(Fig. 5C, D). Additionally, treatment with compowundl and 2 decreased the percentage of
B cells present in the dermis of infected mice bot in the lymph nodes (Fig. 4B, C).
Furthermore, some studies have found that B cddlg an important pathogenic role in
leishmaniasis pathogenesis (McMahon-Pratt and Aldeg 2004), especially in the
priming of Leishmania-specific CD4+ T cells (Wanasen et al., 2008). Tl of CD4+
T-cell activation could be an important factor ietermining the outcome dfeishmania
infection (Xin et al., 2011).

In the present study, TGF-and IFNy mRNA expression was detected by RT-
PCR in the draining lymph nodes, and these reswdte not statistically different for the
treated or untreated infected groups, when quedtiéit 10 weeks post-infection (Fig. 6).

However, the mRNA expression of IL-4 was lower iitentreated with compound 1 than
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in the untreated infected mice. IL-4 is considetedbe a susceptibility factor fak.
amazonensis infection (Guimarées et al., 2006).

Because of the involvement of B cells in immunegoeses td_eishmania infection, their
antibody products were also investigated. Kimale{2®00), showed that JhD mice that
were unable to produce antibodies were resistamteitghmania infection with reduced
lesion size. In addition, mice lacking the RcRBhain showed reduced inflammation
(Barnes et al., 2002). Cytokines secreted by Ts@ak also involved in the activation of B
cells, inducing antibodies with diverse isotypek-4l drives IgE and IgG1l antibody
production and inhibits the production of 1gG2aGRpb and 1gG3, whereas IFN-
stimulates IgG2a and IgG3 production (Coffman efi@88). Our experiments showed that
anti-Leishmania 1gG isotypes increased in all infected animalscd®dly, it has been
shown that 1gG1, but not IgG2a/c, was consideratiqagenic toL. mexicana infection,
and mice lacking IgG1 showed increased IgG2a/c3|gahd IgM levels and were less
susceptible to infection (Chu et al., 2010). In study, a significant increase in the levels
of 1IgG2a antikeishmania antibodies was observed in the animals treated eampound
2, whereas the animals treated with compound litaéased 1gG3 levels. The specific
antiLeishmania IgG subclasses show an interesting pattern of Ti2Lfesponses driving
humoral immune responses in mice infected withamazonensis and treated with
pyrazolic carbohydrazides. Howevelkeishmania-specific antibodies could increase
parasite uptake by macrophages and dendritic astismodulate their functions (Prina et
al., 2004). In addition, a study (Deak et al., 20p0ints to B cell activation as an
important feature of leishmaniasis pathogenesis; rtray signify a target for therapeutic
intervention.

In conclusion, this report suggests that CBA midedted withL. amazonensis and treated

with pyrazole carbohydrazide had smaller skin lesiand showed intact structures of the
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epidermis and dermis with little inflammatory itfdtion. Pyrazole carbohydrazides exert
significant therapeutic effects through immunomatioh with potential implications for

the future design of treatment regimenslfeishmania amazonensis infection.
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Figure 1. Chemical structure gdyrazole carbohydrazides.

Table 1 -Primer sequences and the sizes of the PCR products.

Oligonucleotide  Sense Antisense (bp)
TGF- 31 CAAGGAGACGGAATACAGGGCT GCACACAGCAGTTCTTCTCT GT 260
IEN-Y GGCTGTTTCTGGCTGTTACTGC GACTCCTTTTCCGCTTCCTGA 426
IL-4 ACGGCACAGAGCTATTGATG ATGGTGGCTCAGTACTACGA 454
GAPDH GGTGAAGGTCGGTGTGAACGGA TGTTAGTGGGGTCTCGCTCCTG. 245
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Fig. 2- Mean lesion diameter for CBA mice infected with. amazonensis
(MHOM/BR/77LTB0016) and treated with the pyrazolartwohydrazide derivatives Br-
NO, (1), NO-Cl (2) and NQ-Br (3) or left untreated, at 12 weeks post-infection.
Treatment started at the second week post-infeciwh continued up to 45 days post-

infection (n = 8 per group).
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Figure 3. Histological analysis of the skin in non-infected and L. amazonensis-infected
mice at 12 weeks post-infection. CBA mice were infected with 1 x 108 promastigotes in the
right hind foot and either treated with pyrazol carbohydrazydes for 45 days or left
untreated. Representative H&E staining of lesion tissues from (A, B) untreated animals
(C, D) animals treated with Br-NO, (compound 1), (E, F) animals treated with NO,-CI
(compound 2) and (G, H) animals treated with NO,-Br (compound 3). Sections from the
treated mice showed more preserved skin containing fewer parasites and untreated group
showed vacuolated heavily parasitized macrophages (arrows), The magnification was
100x for A, C, E, G and 400x, for B, D, F, H.
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Figure 4. Inmunohistochemical analysis of cutaneous lesion from infected L.
amazonensis at 12 post infection with or without treatment. Mice were grouped,
infected and treated as described in Fig. 1. (400x). Lesion tissues were collected
and stained with anti-B220 (A, B, C, D), anti-CD3 (E, F, G,H) or anti-MPO (I, J, K,
L). Representative sections show infiltrates for B220+ cells in (A) and (D), but not
in (B) and (C). A little infiltrate for CD3+ was observed in (E), (F) and (H). Cell
staining MPO+ was seen in (I) and mainly in (J). Mice infected and treated with
compound 2 did not staining for all tested. All images were taken at 40 x

magnification.
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Figure 5 - Cellular profiles of mice infected and treated fgr to 45 days with pyrazole
carbohydrazides derivatives, all of the experimetieve were performed at 12 weeks
post-infection. (A, B) The proportion of CD4+ andD&+ T lymphocytes from the
popliteal lymph node of mice infected and treatetthwpyrazole carbohydrazide
derivatives 1, 2 and 8r left untreated. (C, DED19+ B lymphocytes from the popliteal
lymph node of mice treated with pyrazole carbohyiies 1, 2 and ®r left untreated.
There were no significant differences between tbatéd and untreated infected groups.
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Figure 6. Cytokine mRNA expression in lymph node cefrom Leishmania-infected
mice. Total MRNA of lymph node cells was extracted the measureme of cytokine
expression by RT-PCRt 10 weekpostinfection. Densitometric analyses weperformed
and TGF-beta, 114 and IFM-gamma transcripts were quantifiedd) mRNA was
normalizedto the constitutive expression of GAPDH. mRNA exssienis shown for
untreated infected mice (black bars) and infectednals orally treated witcompound 2.
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Figure 7. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for semantibodies to soluble
antigen ofLeishmania amazonensis. Serum from uninfected mice and infected mice tikate
with compounddl and2 or left untreated were collected at 6 and 12 welst-infection.
Levels of (A) IgG1, (B) IgG2a and (C) IgG3 are simWwhe data are presented as the

mean + S.D. for each groupR*% 0.05).
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DISCUSSAO
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Discussao

A leishmaniose é uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo. Contudo, o tratamento de primeira escolha introduzido nos anos 40 ainda
é utilizado. Os efeitos colaterais destes tratamentos sédo diversos e as drogas
alternativas também sdo bastante toxicas. A resisténcia do parasito ao tratamento
€ outro fator critico a terapéutica (Croft & Coombs, 2003, Seifert, 2011). Pouco
tem se avancado na busca de novos compostos. Tudo isso denota a importancia
de estudos que favorecam o desenvolvimento de novos farmacos.

Os compostos heterociclicos acil-hidrazonas pirazélicas apresentam
estrutura com diversificada atividade farmacoldgica e por isso despertam grande
interesse na sua aplicacdo em estudos no tratamento das leishmanioses.
Anteriormente, a série 1 - (4-X-fenil)-N '- [(4-Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-
carbohidrazidas foi investigada sobre os seus efeitos inibitérios contra a formas
promastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L. braziliensis, além de seu efeito
toxico direto em macréfagos de mamiferos. Foi demonstrado seu potencial
leishmanicida comparado com drogas de referéncia, como o cetoconazol, a

pentamidina, o alopurinol e o benzonidazol. (Bernardino e cols., 2006).
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No presente estudo, os compostos da série 1 - (4-X-fenil)-N '- [(4-Y-fenil)
metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazidas, foram analisados em relacdo quanto ao
seu potencial mecanismo de acdo, quanto a sua atividade dos compostos
precursores de sua sintese, sua eficacia terapéutica, toxicidade e sua influéncia
sobre o sistema imunitario do hospedeiro mamifero.

Para aprofundar o conhecimento sobre estas carbohidrazidas e investigar a
possivel contribuicdo farmacofdrica do grupo imino (-N = C-) na sua estrutura,
foram selecionados os dois compostos finais mais ativos (FC1 e FC2) em
promastigotas de L. amazonensis e trés precussores (P1, P2 e P3) e que foram
avaliados quanto a sua atividade in vitro contra promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis.

O presente trabalho demonstrou, que estes precursores (P1, P2 e P3), com
uma subunidade de hidrazina (-N = N-) foram inativos frente as formas
promastigotas de L. amazonesis. Em contraste, resultados vistos anteriormente
com compostos finais FC1 e FC2, que tem uma subunidade basica imino (R2C =
NR), mostraram inibicdo do crescimento de promastigotas (Bernadino e cols.,
2006). Este resultado ressalta a importancia do grupamento imino, que pode
funcionar como uma ancora hidrofébica que potencialmente se ligaria a proteases
dos parasitos, resultado que corrobora aqueles obtidos por Li e colaboradores
(1996). Aqui se reforca a importancia deste grupamento em sua acao
antiparasitaria. Entretanto, ndo se pode atribuir somente a esse grupamento a
atividade dos compostos, isso porque foi observado que existem diferencas com
relagdo a estrutura-atividade entre os derivados 1H- pirazol-4-carbohidrazidas de
acordo com a natureza e a posicdo do substituinte na molécula, e que essas
diferencas podem promover variacdes nas fungdes biologicas. Diferentes
substituintes em diferentes posicdes podem conferir mudangas no carater
eletrofilico da funcdo iminica. Essas diferencas na atividade foram observadas in
VivOo e in vitro.

Foi observada uma atividade leishmanicida significativa dos derivados
carbohidrazida (FC1 e FC2) e, curiosamente de seus precussores, quando foi
investigado o efeito desses em amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Os
resultados aqui obtidos demonstram que ambos, com ou sem grupos imino,
podem estimular a atividade leishmanicida de macrofagos, pelo aumento de NO.

Resultado que corrobora com os resultados in vivo, onde tamém foi observado o
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aumento da producdo de NO em linfonodos drenantes da leséo e células do baco
tratados com os derivados carbohidrazidas pirazoélicas, podendo se estabelecer
uma associacdo com a evolucdo da doenca. Entretanto, esse resultado poderia
ser diretamente relacionado com a capacidade de liberagcdo de NO pela propria
molécula (Schonafinger, 1999), possibilidade descartada pelos experimentos
realizados, concluindo-se que estes compostos ndo constituem uma classe de
doadores de NO.

Estudos com a molécula de NO na relacéo leishmania/hospedeiro séo de
grande importancia. O NO é reconhecido como uma molécula efetora potente
contra a Leishmania. (Mauels & Ransijn, 1997). O NO produzido por macréfagos
humanos e caninos esta envolvido na eliminacdo da forma intracelular da
Leishmania (Assreuy e cols., 1994). Inclusive, tem sido investigada a supressao
da INOS pelo parasito, como mais um mecanismo de escape (Mukbel e cols.;
2007). Embora tenha sido relatado, que leishmanias podem sobreviver apesar da
exposicao a agentes toxicos oxidantes nitrosoativos durante a fagocitose pelas
células do hospedeiro (Genestra e cols, 2008). Macréfagos infectados in vitro por
Leishmania foi demonstrada a diminui¢cdo da producdo de NO (Proudfood e cols.
1996). Esses dados mostram a importancia deste radical na infecgdo por
Leishmania. Tem sido bem estabelecido em modelos murinos que, em
macrofagos ativados, o aumento da atividade leishmanicida esta correlacionada
com o aumento da producdo de NO (Mauel e cols, 1991). Neste sentido,
compostos intermediarios que nado foram eficazes contra as formas
promastigotas, potencialmente poderiam reduzir a infeccdo em macréfagos
através da inducdo da producdo de NO. Sugerindo que 0S compostos
intermediarios, os que possuem uma subunidade hidrazina, podem atuar inibindo
a infeccdo de macréfagos através da sua ativagdo. Em relacdo aos compostos
finais, além da ativagdo do macrofago, o0s grupos de aza-vinilico da molécula
pirazol-carbohidrazidas, possivelmente, funcionam como ancoras hidrofébicas em
sitios ativos dentro do protozoario ( Aguirre e cols, 2005), tendo uma acéo
antiparasitaria direta.

Uma das hipéteses para a atividade leishmanicida destes compostos € a
presenca do anel pirazol nas suas estruturas, assim como o cetoconazol e o
benznidazol. O anel pirazol tem conhecida atividade como inibidor da 14-a

desmetilase, importante enzima na via de sintese do ergosterol, lipidio de
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membrana presente em protozoarios e fungos (Beach e cols., 1988). Esses
compostos poderiam atuar por esta via, causando danos na membrana celular do
parasito. No caso de promastigotas de L. amazonensis, 0 mecanismo de acdo
nao parece estar relacionado com a biossintese de ergosterol, uma vez que nao
foi observada alteracdo na concentragcdo de ergosterol em presenca destes
compostos.

Varios modelos animais sao utilizados em estudos experimentais de
leishmaniose cutanea, entretanto o custo na manutencéo de algumas espécies &
muito elevado, como por exemplo, a manutencdo de primatas (Amaral e cols.
1996). Camundongos produzidos em laboratorio representam modelos
experimentais capazes de reproduzir parcialmente alguns dos eventos clinico-
patolégicos da doenca humana, assim como determinadas respostas do
hospedeiro a infeccéo por Leishmania (Mauel & Behin 1987).

Os trabalhos terapéuticos sobre leishmaniose cutdnea no homem (Ribeiro
de Paula e cols., 2003) e leishmaniose cutanea experimental murina geralmente
ndo apresentam padronizagdo quanto ao esquema de tratamento e aos seus
critérios de cura, o que dificulta a compreensédo destes resultados. A escolha de
um modelo adequado, que melhor represente a diversidade de fatores presentes
na infeccao e sua similaridade com a doenca humana, € de extrema importancia.
Os camundongos da linhagem CBA foram escolhidos porque esta linhagem é um
modelo intermediario quanto a suscetibilidade a infeccdo por L. amazonensis. Os
camundongos da linhagem BALB/c sdo extremamente suscetiveis a infeccéo
associada a esta espécie, com a disseminacdo da doenca, sem cura e morte
(Fournet e cols. 1996). Estudos envolvendo testes de quimioterapicos em
infec¢@o por L. amazonensis, indicam a linhagem CBA como a mais adequada, ja
a linhagem BALB/c seria um modelo aplicavel aos estudos da leishmaniose
visceral e/ou cutanea difusa (Carvalho, 2005).

Neste estudo, em modelo de infeccdo murina por L. amazonensis, ambos
os derivados carbohidrazidas pirazolicas mostraram diferencas em relacdo ao
controle da infeccdo. Uma observacéo interessante deste experimento foi a
eficacia destes compostos, pela via oral para leishmaniose cutanea, o que indica
que os derivados acil-hidrazonas pirazélicas tiveram uma absorcéo satisfatéria no
trato gastrintestinal. Os atuais farmacos de primeira escolha sdo de uso

parenteral, o que dificulta o tratamento, seja por sua aplicagdo necessitar de
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treinamento ou pela desisténcia do paciente devido ao incomodo e/ou dor. Mais
recentemente tem sido utilizada a miltefosina (via oral) na Colémbia e Guatemala
para o tratamento da LTA (Croft e cols.; 2006, Soto & Berman, 2006) e na india
para LV (Sudar e cols.,, 2005). O cetoconazol, conhecido e estabelecido
antifingico, também tem sido usado como alternativa terapéutica de
administracdo oral, com eficAcia comparavel ao antimonial pentavalente
(Pentostan) de via parenteral (Saenz e cols., 1990, Salmanpour e cols., 2001). Foi
demonstrado que os derivados carbohidrazidas pirazélicas sdo capazes de
diminuir o tamanho das lesdes, a carga parasitaria e o infiltrado celular nas lesdes
induzidas pela infec¢cdo por L. amazonensis. Além disso, uma grande vantagem
destes compostos é ndo apresentarem toxicidade renal e hepatica, disturbio
hematolégico e nem alteracdes na massa corporea do camundongos tratados.

Em um estudo anterior, os derivados carbohidrazidas 1 e 2 (NO»-Cl) foram
mais ativos contra a forma promastigota de L. amazonensis, que o composto 3
(NO2-Br), reiterando que os substituintes no anel benzeno podem influenciar
fortemente a atividade terapéutica (Bernardino e cols, 2006). Entretanto, o
composto 3, com baixa atividade leishmanicida in vitro para a forma promastigota
(Bernardino e cols., 2006), mostrou no presente trabalho, um efeito terapéutico
quando testado em modelo murino. Esses dados indicam, mais uma vez, que 0s
derivados carbohidrazidas interagem com o organismo hospedeiro.

A analise do perfil celular da lesdo da pata de animais infectados e sem
tratamento mostrou principalmente a presenca de macréfagos vacuolizados,
repletos de amastigotas, o que foi muito diminuido nos animais tratados. Foram
observados também neutrofilos nas lesdes durante esta fase da infec¢do por L.
amazonensis, e camundongos tratados mostraram uma reducdo no numero de
células infiltrando, com excecdo daqueles tratados com o composto 3. E também
foi observado que o controle infectado apresentou um aumento da percentagem
de neutrdfilos no sangue periférico, 0 que nao foi observado quando os animais
infectados foram tratados com os derivados carbohidrazidas 1 e 2 . Esses dados
refor¢cdo uma relagdo dos compostos com o hospedeiro.

Alguns estudos citam principalmente propriedades analgésicas,
antiinflamatorias e anti-trombaoticas de compostos com este grupamento (Matheus
e cols., 1991, Ribeiro e cols., 1997, Barreiro e cols., 2002). Por outro lado, o

grupamento pirazol também apresenta uma diversidade de propriedades
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farmacoldgicas. Um dos mecanismos de acdo proposto para explicar alguns dos
efeitos biolégicos dos derivados carbohidrazidas seria a inibicdo da enzima 5-
lipooxigenase (5-LO) (Matheus e cols., 1991, Barreiro e cols., 2002). A 5-LO é
uma enzima abundantemente expressa em macrofagos, envolvida na cascata
oxidativa do &cido araquidénico (AA), que leva, a partir deste, a formacao de
leucotrienos. Os leucotrienos sao fatores, que entre outras, tém funcgdes
vasodilatadora e quimiotatica para neutrofilos e outras células sanguineas
(Goetzsl & Pickett, 1980; Smith & Ford-Hutchinson, 1980; Pettipher e cols., 1993).
Logo, poderia se supor que os derivados carbohidrazidas poderiam atuar inibindo
a 5-LO, impedindo a formacdo de leucotrienos e assim diminuindo a migracéo,
principalmente, de neutrofilos ao local da lesdo. Segundo Goulet e colaboradores
(1994), na auséncia de leucotrienos, outros produtos do metabolismo do AA nédo
compensariam sua fungdo de manter os neutréfilos no sitio de inflamacéo.

Por sua vez o0s neutréfilos possuem um papel importante no
estabelecimento da infeccdo por Leishmania, chegam primeiro no sitio de
infeccdo e sdo o primeiro contato com parasito (Bogdan e cols., 1996), além de
serem 0s principais componentes da imunidade inata na infeccdo por L. major
(Beil e cols., 1992; Van Zandbergen e cols. 2002). O papel destas células na
resisténcia/suscetibilidade as leishméanias ainda ndo € bem compreendido. Em
camundongos suscetiveis BALB/c, a infec¢do por L. major é caracterizada por um
processo inflamatério agudo com a permanéncia do elevado numero de
neutréfilos, enquanto em camundongos C57BL/6, que sdo resistentes a essa
infeccdo, isso ndo ocorre (Beil e cols., 1992). Interessantemente, neutrofilos
podem internalizar promastigotas, o0s parasitos sobrevivem, porém nado se
multiplicam e permanecem na forma promastigota (Muller e cols., 2001; Laufs e
cols., 2002; Van Zandbergen e cols., 2004). Os neutrdfilos parasitados sao
ingeridos por macrofagos, servindo de “vetor” do parasito, facilitando a infec¢ao, o
que foi chamado de efeito “cavalo de trdia”, porque protegidos nos neutrofilos, os
parasitos néo interagem com receptores de superficie dos macrofagos, logo estes
ndo sdo ativados. Ou entdo, porque neutrofilos em apoptose induzem a producao
de TGF-B, citocina que inibe a ativacdo do macréfago e direciona a resposta
imunitaria ao perfil Th2, perfil de suscetibilidade (Van Zandbergen e cols., 2004).
Segundo Tacchini-Cottier e colaboradores (2004), neutrofilos contribuem para o

desenvolvimento de leses nos camundongos suscetiveis BALB/c. Desta forma,
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os neutrofilos teriam seu papel relacionado a suscetibilidade. Assim, a diminuicédo
de neutrofilos periféricos e no local da lesdo em animais, infectados e tratados
com 0s compostos testes, em relacdo aqueles infectados e sem tratamento,
poderia indicar um efeito antiinflamatoério destes compostos, que € benéfico para a
resolucao da leséo.

Entretanto, estes compostos ndo sdo capazes de modular diretamente a
expansdo de qualquer subconjunto especifico de linfécitos no linfonodo.
Semelhante a outro estudo (Cardoso e cols.,, 2010), nossos resultados
demonstraram uma expansédo de células B no linfonodo de drenagem no local da
infeccdo e em lesbes cutaneas de camundongos CBA infectados com L.
amazonensis. Contudo, o tratamento diminuiu a percentagem de células B
presente na derme de camundongos infectados, mas nao nos linfonodos. Alguns
estudos apontam que as células B desempenham um papel negativo importante
na leishmaniose (McMahon-Pratt & Alexander, 2004), especialmente no priming
de células CD4 + T especificas (Wanasen e cols., 2008).

O perfil de infeccdo por L amazonensis, ainda ndo é bem estabelecido.
Segundo Lemos de Souza e colaboradores (2000), em camundongos CBA
suscetiveis a infeccdo por L. amazonensis, se observou a producao de IL-4 e IL-
10, porém néo de IFN-y, em contraste com camundongos da mesma linhagem
infectados com L. major que produzem IFN-y e IL-10, mas n&o IL-4. Neste estudo,
a expressao das citocinas IL-4, TGF- e IFN-y foram analisadas. A expresséao de
TGF-B e IFN-y ndo mostraram-se diferentes, porém a expressao de IL-4 foi menor
em camundongos tratados com o composto 1. A citocina IL-4 pode ser
considerada um fator de susceptibilidade a infeccdo por L. amazonensis
(Guimarées e cols., 2006), pois esta intrinsicamente relacionada ao envolvimento
de células B na resposta imune a infecgcdo por Leishmania, assim como seus
anticorpos. Kima e colaboradores (2000), mostraram que camundongos JhD, que
sdo incapazes de produzir anticorpos apresentaram um tamanho de leséo
reduzido. Além disso, camundongos sem a cadeia FCR-y mostraram reducéo da
inflamacé&o (Barnes e cols., 2002).

Citocinas secretadas por linfocitos T também estdo envolvidas na ativacao
de células B, induzindo anticorpos com isotipos diversos. A IL-4 induz a producédo

de anticorpos IgE e 1gG1, perfil de susceptibilidade, e inibe a producao de 1gG2a,
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IgG2b e 1gG3. Po outro lado a presenca de IFN-y estimula a producao de IgG2a e
IgG3, relacionados ao perfil de cura (Coffman e cols. 1988).

As subclasses de anticorpos IgG anti-Leishmania mostram um interessante
padrdao de respostas Th1l/Th2, redirecionando a resposta imune humoral em
camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com o0s derivados 1 e 2
das carbohidrazidas. Este fator pode ser considerado bastante importante, pois
anticorpos especificos anti-Leishmania podem aumentar a captacao de parasitos
por macrofagos e células dendriticas e modular suas funcées (Prina e cols.,2004).
Entretanto, foi descrito (Deak e cols., 2010) a ativacao de células B como uma
caracteristica importante da patogénese da leishmaniose, o que pode significar
um alvo para intervencéo terapéutica. As citocinas envolvidas na ativacdo de
células B e as subclasses de anticorpos envolvidos, podem ser cruciais na
evolucéo da patogenese.

O conjunto destes resultados indicam uma tendéncia para uma interacao
dos compostos com as células do sistema imune do organismo hospedeiro,
inclusive porque esses compostos foram desenvolvidos agregando moléculas
com diversas atividades biologicas conhecidas. Porém, alguns efeitos podem ser
devido a acédo leishmanicida dos compostos. Quando se diminui a quantidade de
parasitos, se diminui a quantidade de estimulos ao sistema imunitario hospedeiro,
e consequentemente pode-se alterar sua resposta. Ainda assim, os efeitos sobre
o NO foram diretos ao hospedeiro, inclusive na auséncia da infeccdo. Os dados
presentes neste estudo podem conferir um perfil de antiparasitario e também um
carater imunorregulador a estes compostos.

Neste estudo foi confirmada a atividade leishmanicida de novas 1H-pirazol-
4-carbohidrazidas e que o grupo imino presente nos produtos finais pode ser o
principal responsavel por esta atividade. O aumento da producdo de NO em
macrofagos, sugere uma atividade dos compostos sobre as células hospedeiras,
gque pode ser corroborado pela atividade de compostos precussores em
amastigotas intracelulares, mas ndo em promastigotas. Extrapolando os
resultados in vitro para o modelo in vivo, podemos correlacionar as alteragcdes no
local da les@o e aquelas relacionadas com o sistema imunitario com a interacao
dos compostos com o hospedeiro. Foi demonstrado que os camundongos CBA
infectados com L. amazonensis e tratados com os derivados carbohidrazidas
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tinham lesbes cutaneas menores e mostrou estruturas intactas da epiderme e
derme com pouco infiltrado inflamatario.

Em termos gerais, a resolucdo da doenca depende do sistema imunitario,
onde seu papel € resumidamente ativar macréfagos infectados para eliminar os
parasitos intracelulares. As carbohidrazidas exercem importantes efeitos
terapéuticos através da sua acdo leishmanicida, bem como através da
imunomodulacdo, com potencial para seu uso na quimioterapia das

leishmanioses.
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CONCLUSOES
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5 - Conclusodes

e Os compostos precursores das carbohidrazidas n&o apresentaram
atividade sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Este
dado ressalta a importancia do grupamento imino presente nos compostos
finais, que pode ser responsavel pela atividade leishmanicida, porém os
compostos derivados e intermadiarios foram ativos na forma amastigota

intracelular de Leishmania amazonensis;

* Os compostos derivados carbohidrazidas pirazélicas (Br-NO2 e NO2-CI)
foram efetivos na reducdo da progressdo da lesdo e da carga parasitéria
do linfonodo drenante da lesdo causada pela L. amazonensis em

camundongo CBA;

« Os grupos de animais, infectados e ndao-infectados, tratados com os
compostos derivados carboidrazidas pirazodlicas (Br-NO2 e NO2-Cl) néo

apresentaram toxicidade renal e hepatica;

* Ambos os compostos induziram um aumento da producao de NO in vitro e

in vivo.

* Os compostos Br-NO2 e NO2 — ClI, promoveram uma reducao do numero
de polimorfonucleares e linfécitos no infiltrado inflamatério da lesédo dos

camundongos infectados com L. amazonensis;
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« O conjunto de resultados apresentados indica que os derivados
carbohidrazidas pirazdlicas (Br-NO2 e NO2-Cl) atuam na imunomodulacéo
da infeccdo de camundongos com Leishmania amazonensis, o que
confirma a influencia destes sobre a célula hospedeira como um fator

benéfico na resolucéo da infeccéo.
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Estagio doutoral sanduiche.

Durante o periodo de doutorado, foi realizado um estdgio sanduiche no
Instituto de Biomedicina Y Parasitologia Lopez-Neyra ( Granada- Espanha), com
bolsa concedida pelo CNPqg. A proposta inicial deste estagio foi o
desenvolvimento do projeto intitulado “Reparo de dano induzido por estresse
oxidativo em DNA de fita simples em tripanosomatideos”, cujo objetivo deste
projeto foi avaliar um possivel alvo terapéutico em Leishmania major.

Alguns alvos terapéuticos tém sido identificados e mostram importancia na
pesquisa de novos farmacos. Esses alvos sdo moléculas biologicamente
importantes ao parasito, que nao estao presentes no hospedeiro. Desta maneira,
podemos citar: a) microtubulos do parasito, o composto trifluralin tem mostrado
atividade, por romper estruturas do microtibulo e inibir a proliferacdo de
Leishmania sp. (Croft e Coombs, 2003); b) dihidrofolato redutase, enzima que
participa do metabolismo de folatos e € diferente no hospedeiro (Croft e Coombs,
2003); c) cisteina proteinases, enzimas que estdo relacionadas com a
multiplicacéo e viruléncia de algumas espécies do parasito (Coombs & Mottram,
1997); d) tripanotiona redutase (TR), enzima envolvida na sobrevivéncia do
parasito, atuando como um sistema de detoxificagcdo (Fairlamb e cols; Castro-
Pinto e cols., 2007).

A maior ou menor sensibilidade dos parasitos e em particular dos
tripanosomatideos aos danos oxidativos, desperta bastante interesse como alvo
terapéutico. A expressdo aumentada da TR e a consequente neutralizacdo do
peréxido de hidrogénio tem sido bastante estudada. Outro mecanismo, ainda
pouco explorado, seria a capacidade de reparo dos danos causados ao DNA,
através da atividade das AP-endonucleases.

De forma geral, as principais lesées em DNA séao geradas pela interacao

deste com espécies reativas de oxigénadas (ROS). Em mamiferos foram
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descritos alguns mecanimos de reparo deste dano. Entre eles o mecanismo que
envolve a atuagéo das endonucleases de sitios apirimidinico/apurinico(AP).

Quando o DNA sofre danos por ROS, ha a formacdo de um DNA de fita
tnica com extremidades 3'-final modificadas. Para iniciar o reparo, enzimas
glicosilases removem esse dano pela hidrolise da extremidade N- glicosil
tornando esse sitio um fosfoglicolato 3'-(3'-PG) ou 3'-fosfato ( 3'-P) (Demple e
cols., 1986), ou seja um sitio apirimidinico ou apurinico, de acordo com a base
nitrogenada afetada (figura 5). Este € reconhecido por uma enzima AP
endonuclease (Demple & Harrison, 1994).

Em células de mamiferos, a AP endonuclease 1 (APE1l) é a principal
enzima com atividade na remocéo das extremidades 3'-PG em DNA de fita Unica
para gerar términos 3'-hidroxila, desempenhando assim um papel vital no reparo
do DNA e estabilidade do genoma (Parson e cols., 2004). A APE1 é um gene
essencial em células de mamiferos. Camundongos knockout para Apel
mostraram letalidade embrionaria (Xanthoudakis & Curran, 1992), enquanto a
reducdo da APEL produz uma acumulagéo de sitios abasicos no DNA, impede a
proliferacdo de células e provoca a morte celular por apoptose (Fung & Demple,
2005).

Em tripanosomatideos foi descrito um gene homdlogo ao gene humano
Apel: o Imap de Leishmania major. Este gene homdlogo codifica para uma
proteina com atividade enzimética AP-endonuclease: 3'-fosfodiesterase e 3'-
fosfatase e quando expresso em Escherichia coli, mostrou sua associacdo com a
resisténcia em L. major a agentes oxidantes (Perez e cols., 1999; Gallego e cols.,
2005; Vidal e cols. 2007), mostrando seu importante papel na protecdo do DNA.
Os resultados recentes indicam que Imap possui uma atividade anormalmente
elevada de 3'-fosfodiesterase, que corrige eficientemente os dois tipos de danos
ao DNA (3-PG ' e 3'-P), iniciando assim a reparacdo do DNA de fita simples. Os
dados sugerem que Imap deve ter um papel importante na sobrevivéncia dos
parasitos tripanosomatideos, ap0s a sua exposicdo ao ambiente altamente
oxidativo no interior dos macréfagos do hospedeiro.

Interessantemente, a analise estrutural do gene Imap e modelagem
molecular do complexo DNA-enzima revela um alto grau de conservacao de
homologos anteriormente caracterizados apenas com sutis diferencas na

geometria do sitio ativo (Vidal e cols., 2007).
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Neste sentido, foi construida uma proteina LmAP com um residuo (Alanina
138D) ausente em APE1l humano que desempenha um papel especifico no
reparo de quebras de fita. Mutacdes que afectam este residuo (ou seja, A138D)
reduzem a atividade 3'-fosfodiesterase (resultados ndo publicados) desta enzima.
Este achado revela que existem diferencas funcionais e estruturais entre o
parasito e a enzima humana, que podem ser exploradas no desenho racional de
inibidores seletivos desta enzima. Para iSso se torna interessante conhecer a
funcdo biologica desta enzima no parasito, explorando sua funcdo e importacia
para tripanosomatideos de forma geral. Os parasitos da espécie T. brucei,
apresentam um gene homélogo ao Imap: o gene tbap que pode ser um excelente
modelo para o estudo desta enzima.

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel biolégico da AP endonuclease
de tripanosomatideos e sua possivel validacdo como alvo farmacoldgico,
possibilitando o desenvolvimento de novos compostos para o tratamento destas
enfermidades. Este estudo é uma parte notavel que complementa o trabalho de
tese que trata de novos compostos sintéticos com atividade anti-
tripanosomatideos, uma vez que a compreensao das vias metabodlicas exclusivas
dos parasitos é extremamente importante no desenvolvimento de novos
quimioterapicos.

A criacdo ou tentativa de obtencdo de um parasito knockout em geral, e é
uma boa estratégia para observar a funcao bioldégica de uma enzima, e neste
caso também para a validacdo como alvo terapéutico, uma vez que se observara
as consequéncias da auséncia da mesma.

Para observar a importancia o papel biolégico da AP endonuclease, foi
desenvolvido um parasito que teve esse gene substituido. O trabalho inicial era
direcionado a substituicdo em parasitos de Leishmania major, entretanto por
dificuldades técnicas, foi substituido pelo Trypanosoma brucei, como uma
primeira etapa, pois a técnica que envolve seu manuseio € bem estabelecida,
enquanto em Leishmania, o protocolo ainda apresenta muitas dificuldades. O
“knockout” em leishmania se tornou uma etapa posterior do trabalho.

Para a geracdo de parasitos de T. brucei “knockout” foram elaborados
plasmideos com UTRs (regides ndo codificantes do gene) mais um gene de
resisténcia a antibidticos, que poderia ser blasticidina, higromicina ou puromicina.

Os genes foram transfectados por eletroporacdo para cultura de células em
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estagio prociclico (linhagem 449) e sanguineo (linhagem S16) e selecionados,
com antibioticos. Deste modo, foram obtidos 12 clones simples e 12 clones “duplo
knockout” em prociclicos e 4 clones simples e 2 clones “duplo knockout” em
sanguineos.

A confirmacgdo molecular foi feita através de amplificacdes por PCRs dos
genes de resisténcia aos antibidticos e foi visto que estdo integrados ao genoma
do parasito em todos os clones (Figura 1 e 2). Outro PCR foi realizado para o
proprio gene de TbAP, que foi negativo em “duplo knockout”, para descartar a
possibilidade de que o plasmideo nao tenha sido inserido corretamente e ratificar
a auséncia do gene TbAP (Figura 3). Foi utilizada também a técnica de “southern
blot”, e foi observado que a substituicdo génica estava correta. Foram realizados
“western blots”, e para isso, previamente foram produzidos anticorpos anti-TbAP
imunizando coelhos com a proteina TbAP. O anticorpo foi purificado e mostrou
alta especificidade. Nos testes de “western blot” foram observadas, a diminui¢cdo
da expressdo da proteina em “simples knockout” e a auséncia em “duplo
knockout.”

Em testes enziméaticos, nos quais foram usados substratos especificos
marcados radioativamente, foi observado que as atividades endonuclease 3'-
fospfodiesterase e 3'-fosfatase estdo ausentes em clones “duplo knockout”.

Foi feito o acompanhamos da curva de crescimento dos parasitos que
foram confirmados como simples e “duplo knockout”. Em prociclicos os parasitos
gue ndo possuem esse gene crescem 30 % mais lentos que o “wild type”. Em
sanguineo a auséncia do gene € ainda mais notada, sendo que nos “simples
knockout”, ha uma diminuicdo de 30% e em “Duplo” chega a crescer 10 vezes
menos que o “wild type”, tendendo a morte depois de algumas passagens (Figura
3). Foram feitas tentativas de reverter esse fenétipo de crescimento, através da
transfeccdo de um plasmideo com uma copia ectépica do gene TbAP. Neste
sistema, a expressdo da enzima pode ser regulada através de estimulos com
doxiciclina. Entretanto, ndo foram observadas alteracées no crescimento, o que
pode ser explicado pelo fato de que estes parasitos ja terem acumulado muitos
danos em seu DNA, que ndo puderam se revertidos.

Foi utilizado o FACs para analisar possiveis alteracdes no ciclo celular. Foi
observado que os parasitos deficientes tém um deslocamento de todo o ciclo a

esquerda, indicando uma perda de material genético, porém os resultados ndo
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sdo conclusivos, sendo necessarios outros testes para avaliar que fase do ciclo
estd prejudicada. Os parasitos também foram analisados por microscopia
confocal e foi confirmada localizacdo nuclear desta enzima. N&o foi observada
sua presenca no kinetoplasto.

Apesar de ndo ser essencial, ou seja, 0 parasito consegue sobreviver na
auséncia da TbAP, este se mostra muito fragil. Testes a serem continuados pelo
grupo estrangeiro pretendem avaliar a resisténcia destes parasitos a agentes
genotoxicos e as alteracdes na infectividade e resisténcia no organismo
hospedeiro. Deste modo, poderemos futuramente de acordo com os resultados

valida-lo ou ndo como alvo terapéutico.
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Figura 1 - A integracdo do gene BSD foi confirmada por ensaios de PCR. Pode-
se observar duas bandas de 1260 kb e 1396 kb correspondentes,
respectivamente a regido 5’ UTR do gene tbap seguido de um pequeno fragmento
5 do gene BSD; e um fragmento 3’ do gene BSD mais a regidao 3’ UTR. Os
primers utilizados estdo indicados no desenho esquematico por setas (4863N,
4864N, 4865N, 4866N). Foram analisados parasitos prociclicos (449) e
sanguicolas (S16) de T. brucei selvagens (+/+), simplies knockout (+/-) e duplo
knockout (-/-). Dos grupos analisados, foi observada em simples e duplo knockout

a presenca de bandas correspondentes a BSD.
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Figura 2 - A integracao do gene HYR foi confirmada por ensaios de PCR. Pode-se
observar duas bandas de 1613 kb e 2145 kb correspondentes, respectivamente a
regido 5’ UTR do gene tbap seguido de um pequeno fragmento 5’ do gene HYR; e
um fragmento 3’ do gene HYR mais a regiao 3' UTR. Os primers utilizados estéao
indicados no desenho esquematico por setas (4863N, 3467N, 3466N, 4866N).
Foram analisados parasitos prociclicos (449) e sanguicolas (S16) de T. brucei
selvagens (+/+), simplies knockout (+/-) e duplo knockout (-/-). Dos grupos
analisados, foi observada somente em simples e duplos knockout, a presenca de

bandas correspondentes a presenca de HYG.
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Figura 3 - A ausencia do gene TbAP foi confirmada por ensaios de PCR em
parasito duplo knockout. Pode-se observar uma banda de 1191 kb Os primers
utilizados estéo indicados no desenho esquematico por setas (Ase |, TBAP).
Foram analisados parasitos prociclicos (449) e sanguicolas (S16) de T. brucei
selvagens (+/+), simples knockout (+/-) e duplo knockout (-/-). Dos grupos
analisados, foi observada somente em selvagens e simples knockout a presenca

de banda correspondente a presenca de TbAP.
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Objectives: Researchers have recently investigated the biological activities of mesoionic (MI) compounds, which
have shown in vitro activity against many species of Leishmania, as well as Trypanosoma cruzi. The main goal of
this study was to evaluate and compare the activity of three MI compounds against Leishmania amazonensis
and Leishmania infantum infection in vivo.

Methods: The experiments were carried out using BALB/c mice infected with L. amazonensis or L. infantum as a
highly sensitive murine model. The infected mice were treated with MI-HH, MI-4-OCHs;, MI-4-NO; or meglumine
antimoniate by different routes (intralesional, topical or intraperitoneal).

Results: Treatment with MI-4-OCH; and MI-4-NO, efficiently contained the progression of cutaneous and visc-
eral leishmaniasis in comparison with the control group or mice treated with meglurmine antimoniate. Interest-
ingly, these MI compounds did not produce toxicological effects after treatment. Furthermore, treatment with
these compounds led to a modulation of the immune response that was correlated with disease control. In this
study, MI compounds, and MI-4-NO; in particular, exhibited high activity in the L. infantum murine model. In
the L. amazonensis model, intralesional treatment with MI-4-OCH5 or MI-4-NO, showed greater therapeutic
efficacy than treatment with meglumine antimoniate, and the new topical formulations of these compounds
also displayed great activity in the cutaneous leishmaniasis model.

Conclusions: Upon comparison of each MI compound, MI-4-NO; was clearly the compound with the greatest

"Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz, Laboratério de Bioquimica de Tripanosomatideos, Rio de Janeiro, Brasil;

activity in these two in vivo infection madels by each administration route tested.

Keywords: mesoionic compounds, L. amazonensis, L. infantum

Introduction

Leishmaniasis represents a set of important human diseases
that produce different clinical manifestations depending on the
Leishmania species involved and the host immune response.
The two general forms of the disease, which are caused by
several species of Leishmania, are visceral leishmaniasis (VL)
and tegumentary leishmaniasis (TL).

Furthermore, these diseases constitute the third largest
group of wvector-transmitted infectious diseases, behind
malaria and filariasis, and they belong to the group of neg-
lected tropical diseases with research priority according to
the WHO. Leishmaniasis affects approximately 12 million
people worldwide; the annual incidence of new cases is
approximately 2 million, and 350 million people are at risk

for infection.? There are 500000 new cases of VL per year
globally, although 90% of these new cases occur in just five
countries (India, Bangladesh, Brazil, Nepal and Sudan). Tequ-
mentary forms of the disease affect 1500000 people world-
wide, and although TL is not a lethal disease like VL,
disfigurement, disability, and social and psychological stigma
are all severe consequences of TL.

In South American countries, Leishmania amazonensis causes
a broad spectrum of clinical manifestations; these range from
single to multiple cutaneous lesions and include disfiguring
nodules associated with the mucosal form of the disease as
well as visceral complications.** This species is described as
the unigue aetiological agent of anergic diffuse cutaneous leish-
maniasis in Brazil. This condition is associated with the specific
impairment of the cell-mediated immune response at the early
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