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RESUMO

INTRODUCAO: As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por parasitos do
género Leishmania e endémicas em 98 paises. A leishmaniose cutdnea, caracterizada pela
presenca de lesdes na pele, apesar de ndo fatal, gera estigmatizacdo, podendo afetar a qualidade
de vida dos pacientes. Os tratamentos atuais apresentam limitagdes como a via de administragdo
invasiva e a ocorréncia de efeitos colaterais, evidenciando a necessidade de novos farmacos.
Inibidores da Hsp90 da familia da Geldanamicina, incluindo o 17-AAG e o seu analogo
hidrossoluvel, 17-DMAG, vém demonstrando ter potencial antiparasitario. Em estudos prévios,
foi descrito que esses inibidores apresentam efeito anti-Leishmania in vitro. OBJETIVO:
Avaliar o potencial terapéutico do 17-DMAG no controle da infeccao por L. braziliensis in vitro
e in vivo, usando formulacBes para aplicacdo por via sistémica ou topica, e desenvolver
nanoparticulas (NPs) para a liberacdo controlada deste farmaco. MATERIAL E METODOS:
Atoxicidade do 17-DMAG sobre células de linhagem HaCaT, macr6fagos derivados de medula
0ssea (BMM®@) e promastigotas axénicas de L. braziliensis foi avaliada in vitro, utilizando
Alamar blue. Adicionalmente, a viabilidade de amastigotas intracelulares foi avaliada por
contagem dos parasitos em camara de Neubauer, em microscopio Optico, apos 72 h de
tratamento. Para os ensaios in vivo, camundongos BALB/c foram infectados na orelha com
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, ap0s trés ou cinco semanas de infeccdo, foram
tratados por via intraperitoneal (IP) com o 17-DMAG ou com glicose, como controle, durante
quatro semanas adicionais. A eficacia do composto administrado por via IP no controle da
infeccdo foi avaliada iniciando o tratamento ap0s trés ou cinco semanas de infeccdo, com a
caracterizacdo da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro e avaliacdo de recidiva da carga
parasitaria ap0s suspensdao do tratamento. Paralelamente, hidrogel a base de
carboximetilcelulose contendo diferentes concentracbes do 17-DMAG foi preparado e
caracterizado de acordo com sua estabilidade. A toxicidade da formulagéo tdpica foi avaliada
pelas observacdes clinicas e histopatoldgicas nas orelhas dos camundongos saudaveis, expostos
por até quatro semanas com diferentes concentra¢es do 17-DMAG em hidrogel, comparados
com os controles expostos ou ndo ao hidrogel sem farmaco. Em seguida, a eficécia foi avaliada
em camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis comparados com os animais controles,
tratados ou ndo com o hidrogel branco. NPs poliméricas de poli (acido latico-co-acido glicolico)
(PLGA) contendo ou ndo o 17-DMAG foram produzidas, utilizando dois protocolos de dupla
emulsdo (P1 ou P2), e caracterizadas de acordo com tamanho, indice de polidispersdo (Pdl),
potencial zeta (ZP), formato, aspecto da superficie e eficiéncia de encapsulamento (%EE), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). RESULTADOS: A concentracdo necessaria
para causar a morte de 50% das células foi respectivamente maior para HaCaT [13,68 uM (Q1.:
10,03; Q3: 13,75)] e BMM@ (3,2 + 1,06 uM) que para promastigotas (674,2 + 0,07 nM) e
amastigotas intracelulares (7,4 = 3,27 nM) de L. braziliensis, indicando um potente efeito anti-
Leishmania do 17-DMAG in vitro. O tratamento IP causou reducéo de 7 vezes na espessura da
orelha, no tamanho do linfonodo e de 1000 vezes na carga parasitaria nesses 6rgdos. Também
foi observada reducdo do nimero de células no sitio da lesdo, sugerindo uma diminuicao do
recrutamento de células nos animais tratados. Um aumento transitério do percentual de
linfécitos T regulatorios (T reg) no dia 7, comparado aos dias 4 e 28 de tratamento, foi
observado, sugerindo que o farmaco exerce também um papel na resposta imunomodulatoria
do hospedeiro. O 17-DMAG em hidrogel foi estavel, por 90 dias, a 4 °C ou a temperatura



ambiente, mas ndo a 37 °C. O farmaco foi liberado desta formulacdo de forma controlada, de
maneira tempo-dependente, ao longo de 24 h. Devido ao aumento do tempo de exposicao, a
aplicacdo topica do 17-DMAG foi tolerdvel por camundongos saudaveis, com aumento da
toxicidade quando em uso de colares elizabetanos. A exposi¢do tépica ao 17-DMAG foi
toleravel por camundongos saudaveis, com toxicidade aumentada quando em uso de colares
elizabetanos, devido ao aumento do tempo de exposicdo. Nas doses de 0,10 ou 0,15 mg/g,
comparado ao controle néo tratado, o0 17-DMAG em hidrogel reduziu cerca de 50% a espessura
da orelha e contribui para a cicatrizacdo das les6es. Por fim, as NPs produzidas pelo protocolo
P2 apresentaram melhores caracteristicas que o protocolo P1, com menores tamanhos e Pdl,
%EE entre 20 e 30%, formato esférico e superficie lisa. CONCLUSAO: O 17-DMAG controla
efetivamente a infecgéo in vitro e in vivo por L. braziliensis tanto quando aplicado por via
intraperitoneal quanto por via tépica. Adicionalmente, PLGA-NPs com boas caracteristicas
foram produzidas para futuros testes de eficéacia, in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Leishmaniose. L. braziliensis. Hsp90. 17-DMAG. Tratamento.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis are neglected diseases caused by parasites of the genus
Leishmania and are endemic in 98 countries. Cutaneous leishmaniasis, characterized by the
presence of skin lesions, although not fatal, generates stigmatization and may affect the quality
of life of affected patients. Current treatments have limitations, such as invasive route of
administration and occurrence of side effects, highlighting the need for new drugs. Hsp90
inhibitors from the Geldanamycin family, including 17-AAG and its hydro soluble analog, 17-
DMAG, have been shown to present antiparasitic potential. In previous studies, it has been
described that these inhibitors presented an anti-Leishmania effect in vitro. AIM: To evaluate
the therapeutic potential of 17-DMAG in controlling L. braziliensis infection in vitro and in
vivo, using formulations for systemically and topical administration, and to improve 17-DMAG
presentations, developing nanoparticles (NPs) as a controlled release system. MATERIAL
AND METHODS: The toxicity effect of 17-DMAG was evaluated against HaCaT cells, bone
marrow-derived macrophages (BMM®@) and axenic promastigotes of L. braziliensis in vitro
using Alamar blue reagent. The viability of intracellular amastigotes was also evaluated by
determining parasite counts in Neubauer chamber using a microscope after 72 h of treatment.
For the in vivo tests, BALB/c mice were infected in the ear with metacyclic promastigotes of L.
braziliensis and, after three or five weeks of infection, they were treated intraperitoneally (IP)
with 17-DMAG or with glucose, as a control, for additional four weeks. The effectiveness of
the compound administrated via IP was evaluated in the infection control by initiating treatment
at three or five weeks after infection, in the characterization of immune-inflammatory response
of the host, and in the occurrence of parasite load relapse after treatment completion. In parallel,
a hydrogel formulation based on carboxymethylcellulose (CMC) containing different
concentrations of 17-DMAG was prepared and first tested for stability. Formulation toxicity
was then evaluated by clinical and histopathological observations of the ears from uninfected
mice submitted for up to four weeks with different dosages of 17-DMAG-hydrogel compared
to controls submitted or not to the 17-DMAG-free hydrogel. The efficacy was also evaluated
in L. braziliensis-infected BALB/c mice compared to control animals that were treated or not
with 17-DMAG-free hydrogel. Polymeric poly (lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA) NPs
containing 17-DMAG were produced using two double emulsion protocols (P1 or P2). These
NPs were then characterized according to size, polydispersion index (Pdl), zeta potential (ZP),
shape, surface aspect and encapsulation efficiency (%EE) using High-performance liquid
chromatography (HPLC). RESULTS: The concentration required to kill 50% of the cells was,
respectively, higher for HaCaT [13,68 uM (Q1: 10,03; Q3: 13,75)] and BMM@ (3,2 + 1,06
M) than for promastigotes (674,2 + 0,07 nM) and intracellular amastigotes (7,4 £ 3,27 nM) of
L. braziliensis, indicating a potent anti-Leishmania effect of 17-DMAG in vitro. IP treatment
caused a reduction of 7 times in ear thickness, lymph node size and 1000 times parasitic load
in these organs. We also observed impairment in the cell numbers to the lesion site, suggesting
that cell recruitment was impaired in treated mice. A transient increase in the percentage of
regulatory T lymphocytes (T reg) at 7 days compared to 4 and 28 days after treatment was
observed, suggesting that the drug play a role in the host immunomodulatory response.
Hydrogel-containing 17-DMAG was stable for 90 days at 4°C or at room temperature, but not
at 37°C. The drug was released from this formulation in a time-dependent controlled manner



over 24 hours. Due to increased exposure time, topical exposure to 17-DMAG was tolerable by
healthy mice, with increased toxicity when using Elizabethan collars. At dosages of 0.10 or
0.15 mg/g, hydrogel-containing 17-DMAG, compared to untreated controls, reduced by 50%
ear thickness and contributed to wound healing. Finally, the NPs produced by the P2 protocol
showed better characteristics than the P1 protocol, with smaller sizes and Pdl, %EE between
20 and 30%, spherical shape and smooth surface. CONCLUSION: 17-DMAG effectively
controls in vitro and in vivo infection by L. braziliensis when applied intraperitoneally and
topically. In addition, PLGA-NPs that presented better characteristics were produced for future
efficacy tests in vitro and in vivo.

Keywords: Leishmaniasis. L. braziliensis. Hsp90. 17-DMAG. Treatment.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um espectro de doencas tropicais consideradas negligenciadas que
esta presente em 97 paises ao redor do mundo, principalmente em paises da Africa, Asia e
América do Sul (MASMOUDI et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016; WHO, 2021). Neste
cenario, 0 BRASIL recebe importante destaque por ser um dos seis paises que concentram mais
de 90% dos casos (WHO, 2021). As principais formas clinicas da doenca sdo a visceral, que é
altamente fatal se ndo tratada, e a cutanea que, apesar de ndo fatal, causa lesbes expressivas na
pele dos pacientes acometidos, levando ao absenteismo e afetando diretamente a economia local
(WHO, 2021). Alguns fatores como a espécie do parasito, 0 background genético do hospedeiro
e fatores de risco concomitantes definirdo a forma clinica a ser exibida pelo paciente acometido
(KAYE; SCOTT, 2011; ESPUELAS et al., 2016; ORYAN; AKBARI, 2016; SRIVASTAVA
et al., 2016; VERAS; DE MENEZES, 2016; WHO, 2021). Uma vez infectados, os pacientes
ndo conseguem obter uma cura parasitoldgica da doenca e o tratamento é realizado por meio da
utilizacdo de quimioterdpicos (COPELAND; ARONSON, 2015; WHO, 2021). As drogas de
primeira escolha no tratamento das leishmanioses sdo o0s antimoniais pentavalentes
(ANDRADE-NETO et al., 2018; DE MENEZES ET AL., 2015; FREZARD et al., 2009;
MARSDEN, 1985; MEYERHOFF, 1999). Além destes, outros tratamentos podem ser
aplicados como alternativos ou associados entre si, como por exemplo a pentamidina, a
paromomicina, a miltefosina e a anfotericina B (DE MENEZES et al., 2015). Entretanto, esses
medicamentos possuem, em algum grau, certas limitacGes para sua utilizacdo como via de
administracdo invasiva, ocorréncia de efeitos colaterais graves e/ou custo elevado (DE
MENEZES et al., 2015). Em conjunto, essas limitagdes levam ao abandono do tratamento por
parte dos pacientes e podem, em ultima instancia, levar ao surgimento de cepas resistentes
(SUNDAR et al., 2011). Nesse contexto, se faz necessaria a busca por novos medicamentos
para o tratamento das leishmanioses que sejam mais eficazes e com menor toxicidade, a médio
e curto prazos.

Buscando possiveis alvos terapéuticos para tratamento da leishmaniose, nosso grupo
tem estudado a proteina de choque térmico 90 (do inglés heat shock protein — Hsp90). Essa
proteina é uma chaperona molecular responsavel pelo dobramento de diversas proteinas cliente
fundamentais para a manutencéo da homeostase celular ((BOSE et al., 1996; PRATT; TOFT,
2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; SCHOPF et al., 2017). Uma classe de
moléculas chamadas conjuntamente de “inibidores da Hsp90” tem sido amplamente estudada,

principalmente no controle do cancer, por se ligar a diferentes porc¢des da Hsp90, inibindo a sua
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atividade e, dessa forma, causando alteracdo no funcionamento celular (BROWN et al., 2007,
Lletal., 2012; SCHOPF et al., 2017). Estudos anteriores mostraram o efeito antiparasitario dos
inibidores da Hsp90 sob diferentes espécies de parasitos, levando a uma parada no ciclo celular,
causando deformacdes nos parasitos e, por fim, levando a sua morte (LI et al., 2009). Foi
demonstrado por nosso grupo que o inibidor da Hsp90, 17-AAG, causa a morte de Leishmania
amazonensis e L. braziliensis, in vitro, de forma tempo e doses dependentes, em concentragdes
que ndo sdo tdxicas para a celula hospedeira (PETERSEN et al., 2012a; SANTOS et al., 2014a).
Da mesma forma, demostramos previamente que o tratamento in vivo de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis com 0 17-AAG leva a diminuicdo da les&o causada pela infec¢éo,
além da diminuig8o da carga parasitéria na orelha (SANTOS et al., 2014a). Entretanto, nesse
estudo, ndo foi observada reducédo da carga parasitaria no linfonodo dos animais tratados, o que
poderia causar recidiva da infeccdo apds finalizacdo do tratamento (SANTOS et al., 2014a).
Dessa forma, comegamos a investigar o potencial leishmanicida do 17-DMAG, um inibidor da
Hsp90, analogo ao 17-AAG e hidrossoltvel, com melhores propriedades farmacocinéticas
(WHITESELL; LIN, 2012a; MELLATYAR etal., 2018). Em trabalho recentemente publicado,
demonstramos que 0 17-DMAG é eficaz no tratamento in vitro de células THP-1 infectadas por
L. amazonensis em concentra¢fes ndo toxicas para a célula hospedeira (PALMA et al., 2019).
Da mesma forma, em experimentos ainda ndo publicados, observamos que o 17-DMAG ¢é
eficaz no controle da infeccdo causada por L. braziliensis in vitro e in vivo, além de causar a
diminuicdo da producdo de citocinas proinflamatorias e reduzir a carga parasitaria, tanto na
orelha, quanto no linfonodo dos animais infectados e tratados. Entretanto, foi observado que,
em tempos mais prolongados de tratamento, os camundongos BALB/c exibiram sinais de
toxicidade a molécula (dados ndo publicados). Assim, na presente tese, objetivamos avaliar a
eficacia do 17-DMAG no controle da infeccdo in vitro e in vitro, com aplicacao intraperitoneal
com tempos mais curtos, ou com aplicacao por via topica, diretamente sobre as les6es causadas
pela infeccdo, ap6s a incorporacdo do farmaco em base semissolida. Acreditamos que o
desenvolvimento de um medicamento aplicado por via tdpica sobre a lesdo causada pela
infeccdo por Leishmania levara a uma maior aderéncia ao tratamento por parte dos pacientes,
uma vez que eles ndo precisardo se deslocar para unidades de salde durante o tratamento.
Adicionalmente, objetivamos produzir e caracterizar nanoparticulas polimeéricas contendo o 17-
DMAG para permitir a liberagéo controlada deste composto, avaliando-se futuramente o seu
efeito no controle da infeccdo e a diminuicdo da ocorréncia de toxicidade observada. Ambas as
inovacgdes terapéuticas visam melhorar, a médio e longo prazos, o panorama atual de

quimioterapicos aplicados para casos de leishmaniose cutanea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um espectro de doencas tropicais parasitarias, consideradas
negligenciadas, que podem ser causadas, em seres humanos, por mais de 20 espécies de
parasitos do género Leishmania (MASMOUDI et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016; WHO,
2021). Clinicamente, as leishmanioses podem ser divididas em trés formas principais, (i) a
leishmaniose cutanea (LC), que é a forma mais comumente encontrada, (ii) a leishmaniose
visceral (LV), que atinge 6rgdos internos, é a forma mais severa da doenca e pode vir a ser fatal
se ndo tratada, e (iii) a leishmaniose mucocutanea (LMC), que é a forma mais debilitante
(WHO, 2021). A apresentacao dos sinais clinicos da doenca, bem como a persisténcia ou
controle da infecgdo, depende da espécie e viruléncia do parasito infectante e do sistema imune
do hospedeiro, o qual podera ser influenciado por outros fatores como condi¢des ambientais,
sociais e econémicas, além da presenca de coinfec¢bes (KAYE; SCOTT 2011; ESPUELAS et
al., 2016; ORYAN; AKBARI, 2016; SRIVASTAVA et al., 2016; VERAS; DE MENEZES,
2016; WHO, 2021). Entretanto, considerando que a maioria das pessoas infectadas pelo parasito
ndo desenvolvem sintomas ao longo da vida, é importante ressaltar que o termo “leishmanioses”
se refere apenas a doenca causada pela infeccdo e ndo a presenca do parasito no organismo do
hospedeiro (WHO, 2021).

A LV ¢é causada, principalmente, pelas espécies L. donovani ou L. infantum no Velho
Mundo e por L. infantum no Novo Mundo e apresenta como sintomas clinicos principais
pancitopenia, esplenomegalia, hepatomegalia, perda de peso, febre persistente e anemia
(KAYE; SCOTT 2011; BURZA et al., 2018; MEIRA; GEDAMU, 2019). A LC é causada,
principalmente, pelas espécies L. major, L. tropica e L. aethiopica no Velho Mundo e por L.
braziliensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L. mexicana no Novo Mundo e, apesar de nao
fatal, apresenta como sintomas les6es na pele que podem evoluir com o tempo ou se espalhar,
levando & morbidade, estigmatizacdo social, efeitos psicoldgicos e ao absenteismo dos
pacientes acometidos, o que pode interferir na qualidade de vida desses individuos (KAYE;
SCOTT 2011; MASMOUDI et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016a; BURZA et al., 2018).
Essas lesdes podem (i) permanecer como pequenos nodulos ou papulas no local da inoculacéo
do vetor ou progredir, ainda no mesmo local, para lesdes ulceradas, caracterizando a
leishmaniose cutanea localizada (LCL), (ii) apresentar aspecto nodular e ndo ulcerado de

maneira disseminada, difundindo-se por via linfatica, caracterizando a leishmaniose cutanea
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difusa (LCD), (iii) apresentar aspecto papular e ulcerado de maneira disseminada, propagando-
se por via sanguinea, caracterizando a leishmaniose cutanea disseminada (LD), ou (iv) sofrer
metastases e causar lesbes secundarias em cavidades naso-orais e/ou faringeas, culminando na
destruicdo desses tecidos, caracterizando a leishmaniose mucocutanea (LMC) (Carvalho et al.,
1994; TORRES-GUERRERO et al., 2017; MEIRA; GEDAMU, 2019). Existe ainda uma quarta
forma clinica possivel para a LC, a chamada leishmaniose dermal pos-calazar (LDPK),
caracterizada por erupg¢des cutaneas maculares, maculopapulares e nodulares que podem surgir
em alguns pacientes com LV, ap0s a sua recuperacao (ZIJLSTRA et al., 2003; ESPUELAS et
al., 2016; WHO, 2021).

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, dos quais 89 sdo considerados endémicos
paraa LC, 79 paraa LV e 71 para ambas as formas clinicas (WHO, 2021). Além disso, estima-
se que haja mais de um bilhdo de pessoas vivendo em areas endémicas, sob risco de infeccao
(WHO, 2021). Com uma incidéncia anual de mais de 1 milh&o de novos casos, mais de 90%
dos casos de LC reportados concentram-se na regido do Mediterraneo Oriental e nas Américas,
dos quais apenas sete paises (Afeganistdo, Argélia, Brasil Iran, Iraque, Paquistdo e Siria)
concentram mais de 70% do total de casos globais (WHO, 2021). A LV possui uma incidéncia
de cerca de 30 mil novos casos por ano e concentra 83% dos casos reportados em cinco paises:
Brasil, Etiopia, india, Suddo e Suddo do Sul (WHO, 2021). Segundo a Organiza¢do Mundial
de Satde (OMS), a maioria dos casos de LV reportados em 2018 ocorreram na Asia, Africa e
América (TORRES-GUERRERO et al., 2017, WHO, 2021). Na regido das Américas, no ano
de 2018, 17 dos 18 paises reportaram casos de LC e LM e 12 paises reportaram casos de LV,
dos quais quase 36% e 97%, respectivamente, ocorreram no Brasil (PAHO, 2016). Segundo o
Ministério da Saude (MS), em 2018 o Brasil registrou 3.466 casos de LV e 16.342 casos de LC,
dos quais aproximadamente 70% concentraram-se nas regides Norte e Nordeste para ambas as
formas clinicas (BRASIL, 2019). Em 2018, a Bahia teve 238 casos de LV, sendo o terceiro
maior nimero do Nordeste e 0 sexto no ranking do Brasil, e 1.840 casos de LC e/ou LMC
sendo, para estas formas clinicas, 0 maior nimero do Nordeste e 0 segundo no ranking do Brasil
(BRASIL, 2019). Em conjunto, esses dados colocam as leishmanioses como um problema de
salde publica no BRASIL e no mundo (BRASIL, 2019; WHO, 2021).

Os parasitos do género Leishmania sdo transmitidos para seres humanos e outros
vertebrados atraves da picada de fémeas de flebotomineos infectadas, um inseto vetor de
aproximadamente 2 ou 3 mm, enquanto estas realizam o repasto sanguineo (KAYE; SCOTT,
2011; VERAS; DE MENEZES, 2016; WHO, 2021). Durante a sua alimentac&o, os fleb6tomos

regurgitam formas promastigotas metaciclicas do parasito na pele do hospedeiro vertebrado,
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que sdo fagocitados por células do sistema imunolégico do hospedeiro como neutrofilos, células
dendriticas e macrofagos. Estas Gltimas células sdo as principais hospedeiras de Leishmania.
Apbs a fagocitose por macrofagos, os parasitos passam por uma série de modificacdes de
expressao génica e estruturais, alterando a sua forma de promastigotas para amastigotas no
interior dos vacuolos parasitéforos. As formas amastigotas sdo capazes de se multiplicar no
interior desses macrofagos, podendo vir a romper estas células e infectar novas células. Quando
uma nova fémea de flebotomineo realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
infectado, ingere, junto com o sangue, células infectadas. No intestino dos flebotomineos, os
parasitos se multiplicam ap6s retornarem a sua forma promastigota, por meio de modificacdes
de expressdo génica e estruturais. Os parasitos, entdo, migram para a porcao anterior do trato
digestorio do inseto vetor, podendo dar continuidade ao ciclo, ap0s ser regurgitado durante o
repasto sanguineo na derme do hospedeiro mamifero (KAYE; SCOTT, 2011; VERAS; DE
MENEZES, 2016; WHO, 2021). Este ciclo digenético do parasito Leishmania ¢ mostrado na
figura 1.
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Figura 1 - Ciclo digenético de Leishmania sp.
Fonte: Adaptado de (VERAS; DE MENEZES, 2016).

Alguns fatores podem contribuir para o risco de contagio ou de piora dos sinais clinicos
das leishmanioses, dentre eles as mudancas ambientais e/ou climaticas, condicdes

socioeconémicas e coinfeccdo com HIV (WHO, 2021). Diante deste cenario, € de suma
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importancia o tratamento das leishmanioses como uma das principais medidas de controle da

disseminacédo da doenca.

2.2 TRATAMENTOS ATUAIS

Atualmente, o tratamento indicado para leishmanioses depende da espécie causadora da
doenca, dos sintomas clinicos apresentados e de caracteristicas inerentes ao organismo do
paciente, como presenca de gravidez ou imunossupressdao (WHO, 2021). Além disso, 0s
tratamentos atualmente utilizados ndo sdo capazes de fornecer a cura parasitologica nos
pacientes acometidos e 0s parasitos que permanecem no corpo humano podem levar a recidiva
da doenca em situagdes de imunossupressdo (COPELAND; ARONSON, 2015; WHO, 2021).
Ademais, uma vez gque a maioria dos medicamentos sdo injetaveis, a principal dificuldade no
tratamento é a necessidade de administracdo por profissionais experientes, além da dor causada
pela injecdo (WHO, 2021).

Em 1912 foram descobertos os primeiros antimoniais com potencial leishmanicida, os
trivalentes (ANDRADE-NETO et al., 2018). Apds estes primeiros, 0s antimoniais
pentavalentes, menos toxicos que os trivalentes, foram descobertos nos anos de 1920 e
permanecem atualmente como sendo a droga de primeira escolha no tratamento das
leishmanioses no BRASIL (ANDRADE-NETO et al.,, 2018; DE MENEZES et al., 2015;
FREZARD etal., 2009; MARSDEN, 1985; MEYERHOFF, 1999). A forma menos tdxica deste
composto foi introduzida como terapia das leishmanioses nos anos de 1940 e, ainda hoje, ndo
se sabe exatamente o seu mecanismo de acdo (FREZARD et al., 2009). Essa incognita
permanece devido, principalmente, ao estado amorfo dos principais compostos utilizados na
clinica (Pentostam® e Glucantime®), que dificulta o estudo das suas interacdes no ambiente
intracelular (FREZARD et al., 2009). Duas principais abordagens sugerem que 0 mecanismo
de acdo dos antimoniais pentavalentes pode acontecer (i) apds a conversao, dentro da célula, do
antimonial pentavalente em antimonial trivalente que, por ser mais ativo e mais toxico,
conseguiria induzir a apoptose de células infectadas ou (ii) por atividade leishmanicida direta,
apos inibicdo da atividade da DNA topoisomerase do tipo | nos parasitos de Leishmania,
ocasionando a sua morte (RATH et al., 2003; FREZARD et al., 2009). A utilizacio desses
medicamentos como quimioterapicos possuem algumas limitagdes que incluem (i) a forma de
administragdo invasiva (parenteral — intravenosa, intramuscular ou intralinfatica), que
ocasionam dores musculares no local da injegéo, (ii) longos ciclos de tratamento (diariamente

por, pelo menos, trés semanas) e (iii) reacfes adversas sistémicas como nauseas, vomitos,
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fraqueza, mialgia, colicas, diarreia e que, com o0 acimulo do composto nos érgdos, pode causar
pancreatite, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (DE MENEZES et al., 2015;
FREZARD et al., 2009). Outra limitacdo do uso dos antimoniais pentavalentes se deve ao
surgimento de cepas resistentes em regides onde a forma visceral da doenca € endémica, como
na cidade de Bihar, india (DE MENEZES et al., 2015; SUNDAR , 2002).

A anfotericina B, apesar da sua alta toxicidade, é o segundo medicamento mais utilizado
no tratamento das leishmanioses, sendo frequentemente utilizado também em casos de falhas
terapéuticas ou de resisténcia aos antimoniais pentavalentes (BRASIL, 2015; CROFT et al.,
2006; DE MENEZES et al., 2015; MEYERHOFF, 1999; SEIFERT, 2011). Essa molécula é um
antibidtico poliénico, isolado inicialmente em 1955 e aprovada para utilizacgdo como
antifangico pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) em 1965, demonstrando também
alto poder leishmanicida (FILIPPIN; SOUZA, 2006; SEIFERT, 2011). O mecanismo de a¢do
desta droga se d& através da interacdo especifica com o ergosterol presente na membrana da
Leishmania, o que leva a formacdo de poros, perda da permeabilidade seletiva e,
consequentemente, a morte do parasito (FILIPPIN; SOUZA, 2006; SEIFERT, 2011,
CHAVEZ-FUMAGALLIet al., 2015). Apesar do alto potencial leishmanicida, esta molécula
apresenta também algumas limitacfes como a via de administracdo intravenosa, a ocorréncia
de reacBGes adversas como rigor, calafrios, hipocalemia, hemdlise e febre, além da alta
toxicidade, principalmente renal, danos ao figado e miocardite (CHAVEZ-FUMAGAL L let al.,
2015; DE MENEZES et al., 2015; MEYERHOFF, 1999; SUNDAR et al., 2004). Para superar
a limitacdo das reacOes adversas causadas pelo tratamento e melhorar a farmacocinética e
biodisponibilidade desta droga, uma formulacdo lipossomal da anfotericina B foi aprovada para
uso no tratamento da leishmaniose em 1997 (DE MENEZES et al., 2015; MEYERHOFF,
1999). Essa formulacdo lipossomal, chamada de AmBisome®, diminui a toxicidade da
Anfotericina B e aumenta a sua eficacia em quase 100% dos casos (DE MENEZES et al., 2015;
SUNDAR et al., 2004). Entretanto, alguns efeitos colaterais raros e rea¢fes adversas ainda sdo
relatados ap06s a utilizacdo de AmBisome® como rigores e calafrios leves durante a aplicacéo,
urticaria e nefrotoxicidade leves (CHAVEZ-FUMAGALLIet al., 2015; DE MENEZES et al.,
2015). Ademais, o elevado custo e a instabilidade da formulacdo em altas temperaturas também
constituem limitagdes para utilizagdo dessa formulagdo em alguns paises, principalmente
naqueles em desenvolvimento, onde o nimero de casos é elevado (CHAVEZ-FUMAGALL let
al., 2015; CROFT et al., 2006; DE MENEZES et al., 2015; SEIFERT, 2011).

Outras drogas comumente utilizadas no tratamento das leishmanioses, como droga Unica

ou associada aos medicamentos de primeira linha, incluem a pentamidina, a paromomicina e a
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miltefosina (DE MENEZES et al., 2015; SANTOS et al., 2008). A pentamidina, um derivado
sintético de diamidina, foi descoberta em estudos por drogas para hipoglicemia e apresenta a
sua eficacia contra Leishmania variavel, dependendo da espécie causadora da doenca,
ocasionando também efeitos adversos que incluem miocardite, pancreatite, que eleva as taxas
de glicemia e pode causar diabetes, hipotensdo, taquicardia e toxicidade renal, que podem
evoluir para 6bito (ANDRADE-NETO et al., 2018; DE MENEZES et al., 2015; RATH etal.,
2003). A paromomicina, um antibiético aminoglicosideo, € um medicamento que pode ser
aplicado por via intramuscular ou topica, € uma droga de baixo custo que apresenta alta eficacia,
mas leva ao aparecimento de ototoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (ANDRADE-
NETO et al., 2018; DE MENEZES et al., 2015; RATH et al., 2003; SEIFERT, 2011). Além
disso, em monoterapia, é relatada a ocorréncia de resisténcia ao tratamento com a
paromomicina (ANDRADE-NETO et al., 2018). A miltefosina, droga alquilfosfolipidica
inicialmente desenvolvida como anticancer, é o Unico medicamento ndo invasivo aplicado
atualmente no tratamento das leishmanioses (RATH et al., 2003; SEIFERT, 2011,
ANDRADE-NETO et al., 2018). Este farmaco apresenta uma alta eficacia, sendo o primeiro
medicamento de apresentacdo oral (RATH et al., 2003; SEIFERT, 2011; ANDRADE-NETO
et al., 2018). Adicionalmente, foi demonstrado em um ensaio clinico que, comparada aos
antimoniais pentavalentes, a miltefosina apresenta maior eficacia no tratamento de pacientes
com leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis, apresentando um menor tempo de
tratamento necessario para cicatrizacao das lesées (MACHADO et al., 2021). Entretanto, 0 uso
de Miltefosina pode causar reacbes adversas como vomitos, diarreia, toxicidade nos rins e
figado, além de apresentar potencial teratogénico, o que impede a sua utilizacdo em gestantes
(ANDRADE-NETO et al., 2018; DE MENEZES et al., 2015; MASMOUDI et al., 2013b;
SEIFERT, 2011). Além disso, esse farmaco pode ter o custo elevado em algumas regides (DE
MENEZES et al., 2015).

O conjunto de limitacdes apresentados pelos quimioterapicos atualmente utilizados no
tratamento das leishmanioses demonstram a necessidade da busca por novos farmacos que
sejam, a médio e longo prazos, mais eficazes, menos toxicos e de baixo custo para os pacientes
(DE MENEZES et al., 2015). Os esforgos para melhorar este cenério tém se concentrado (i) no
aumento da seguranca e eficacia dos tratamentos com drogas conhecidamente leishmanicidas,
(if) na andlise de novas combinacdes entre drogas ou novos protocolos terapéuticos, (iii) na
busca por novos alvos terapéuticos no parasito ou na célula hospedeira e melhor compreenséo

da interagéo parasito-hospedeiro, (iv) na utilizagdo de drogas desenhadas para outras doencas
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para esta nova finalidade (reposicéo) ou (v) no desenvolvimento de sistemas de entrega mais
eficazes (DE MENEZES et al., 2015; FREZARD et al., 2009).

2.3 NOVOS TRATAMENTOS

Segundo Copeland e Aronson (2015) existe um baixo incentivo financeiro para o
desenvolvimento de tratamentos eficazes para as leishmanioses. Apesar disso, devido ao
panorama atual com elevado nimero de casos e com as limitacbes apresentadas pelos
quimioterapicos utilizados, diversos grupos de pesquisa no mundo, com auxilio principalmente
de organizacOes governamentais e sem fins lucrativos, tém se debrugcado sobre a pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos e/ou ajustes de esquemas terapéuticos que sejam mais
eficazes e menos toxicos aos pacientes com leishmanioses (COPELAND; ARONSON, 2015;
DE MENEZES et al., 2015). Novas drogas podem ser desenvolvidas a partir de
microorganismos, animais ou plantas, desenhos utilizando ferramentas de bioinformatica,
alteracbes moleculares para elaboracdo de drogas sintéticas, entre outros (SANTOS et al.,
2008). Alem disso, drogas em fases de estudo clinico ou ja utilizadas como antiparasitarios,
antibidticos, antifangicos, anticancer, antidepressivos, anti-hipertensivos, entre outros, podem
ser cooptadas e redirecionadas para avaliacdo do seu potencial leishmanicida — reposi¢éo de
farmacos (JAIN; JAIN, 2013; ANDRADE-NETO et al., 2018).

Uma das principais abordagens utilizadas para melhorar o tratamento das leishmanioses
é a combinacdo entre os tratamentos atualmente utilizados ou com outros compostos e, com 0
sinergismo observado entre as diferentes moléculas, é observada a manutencéo da eficécia do
tratamento e vantagens que incluem (i) a reducdo das doses individuais, (ii) atividade sinérgica
ou aditiva entre as drogas, (iii) a diminuicdo dos efeitos colaterais e da toxicidade, (iv) a reducéo
dos custos, (v) a reducdo de casos de resisténcia as drogas e (vi) a reducdo no tempo de
tratamento (DE MENEZES et al., 2015; JAIN; JAIN, 2013; SUNDAR etal., 2011; SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015; SUNDAR; SINGH , 2018; VAN GRIENSVEN et al., 2010). Esta
ultima vantagem é particularmente importante pois, uma vez que longos periodos sdo
necessarios em algumas monoterapias (como miltefosina e paromomicina), isso pode causar o
abandono do tratamento por parte dos pacientes e, como consequéncia, levar ao surgimento de
cepas resistentes do parasitos (SUNDAR et al., 2011). Na década de 80, foi mostrado que o
tratamento combinado in vivo entre um antimonial pentavalente (Glucantime®) e um
imunoestimulador (dipeptideo muramil) foi mais eficaz no controle da infecgdo de

camundongos BALB/c e C57/BL6 por L. donovani, que os tratamentos em monoterapia desses
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agentes, além da capacidade de prevenir a letalidade causada pela infeccdo em hamsters
(ADINOLFI et al., 1985). Outro estudo in vivo mostrou que a atividade da miltefosina foi
potencializada quando associada com a anfotericina B ou com paromomicina, o que poderia ser
aplicado em casos de resisténcia as drogas de primeira escolha no tratamento de leishmaniose
visceral (SEIFERT and CROFT , 2006). Um ensaio clinico realizado em Bihar (india), onde ha
resisténcia ao tratamento com antimoniais pentavalentes, mostrou que o tratamento de
leishmaniose visceral com 3,75 mg/kg de anfotericina B lipossomal (L-AmB), associado com
miltefosina por 14 dias, foi tdo eficaz quanto o tratamento utilizando 5 mg/kg L-AmB em
monoterapia (96% e 91%, respectivamente) (SUNDAR et al., 2008). Além disso, outro ensaio
clinico com leishmaniose visceral mostrou que o tratamento associado com L-AmB e
miltefosina, com L-AmB e paromomicina ou com miltefosina e paromomicina apresentaram
taxas de eficiéncia de 97%, 97% e 98%, respectivamente, tdo elevadas quanto quando se utiliza
apenas anfotericina B (93%) (SUNDAR et al., 2011). Adicionalmente, um ensaio clinico piloto
de fase Il realizado com pacientes da cidade de Corte de Pedra, uma area endémica para
leishmaniose cutdnea na Bahia, mostrou que a combinacdo do tratamento com antimoniais
pentavalentes, por via parenteral, com o tamoxifeno, um modulador do receptor de estrogénio,
por via oral, causou um aumento nas taxas de cura das lesdes nos pacientes, em comparacdo
com o protocolo padrdo de tratamento apenas com antimoniais pentavalentes (MACHADO et
al., 2018). No geral, a associagéo entre esses medicamentos mostrou menos efeitos colaterais,
doenca menos severa e menor duracdo do tempo de tratamento, vantagens que, em conjunto,
justificaria o uso de terapia combinada em substituicdo a monoterapia (DE MENEZES et al.,
2015; SUNDAR et al., 2011).

Outra abordagem utilizada para superar as limitagdes dos tratamentos atuais é a
substituicdo da via invasiva de administracdo, como intravenosa ou intramuscular, por vias ndo
invasivas, como oral ou topica. A miltefosina foi e permanece sendo o primeiro e Unico
medicamento licenciado para utilizacdo por via oral comprovadamente eficaz no tratamento
para leishmanioses (KUHLENCORD et al., 1992; SINDERMANN et al., 2004). Desde 1992
foi mostrado que o seu uso, por via, oral leva a uma maior reducéo da carga parasitaria no baco
e medula dssea, que o tratamento com antimonial pentavalente aplicado por via subcutanea
(KUHLENCORD et al., 1992; SINDERMANN et al., 2004). Outras pesquisas tém sido
realizadas investigando a eficacia da aplicacdo oral ou topica de outros compostos. MONZOTE
et al. (2009) demonstraram que camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis
apresentaram les6es menores quando tratados, por via oral, com 150 mg/kg de éleo essencial

de Chenopodium ambrosioides (mastruz), em comparacdo com 0s tratamentos com
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Glucantime®, anfotericina B ou pentamidina (MONZOTE et al., 2009). Vale ressaltar que,
tanto para a via oral quanto para a via tdpica, o tratamento pode ser realizado isolado ou em
associacdo com um tratamento sistémico (BRITO et al., 2017).

Para LC, medicamentos com aplicacéo por via topica tém sido um dos principais focos
de pesquisas para tratamentos alternativos por apresentar vantagens como facilidade de
administracdo, poucas rea¢fes adversas e boa relacdo custo/beneficio, principalmente quando
considerado que os casos de LC ocorrem mais frequentemente em areas com pouca assisténcia
médica (GONCALVES et al., 2005; BRUGUES et al., 2015). A paromomicina, por exemplo,
é um medicamento que apresenta potencial para aplicagdo por via topica nas lesbes causadas
na LC mas que, devido ao seu alto peso molecular, apresenta uma baixa penetracdo cutanea e,
consequentemente, baixa atividade quando aplicada na lesdo sem um veiculo adequado
(GONCALVES etal., 2005; BRUGUES et al., 2015). Entretanto, quando em base semissélida
de gel e aplicada por via tdpica, a paromomicina foi mais eficaz que os antimoniais
pentavalentes aplicados por via parenteral, no controle da infeccdo de camundongos BALB/c
por L. amazonensis (GONCALVES et al., 2005). Além disso, Willie et al. (2012)
demonstraram que o fexinidazol, uma droga em fase | de ensaio clinico no controle de
tripanossomiase africana, quando aplicado por via oral, reduziu de forma dose-dependente a
carga parasitaria em modelo murino de leishmaniose visceral, camundongos BALB/c
infectados por L. donovani, de forma similar ao tratamento com miltefosina e melhor que o
tratamento com o antimonial pentavalente Pentostam® (WYLLIE et al., 2012). Outro
composto, a oleilfosfocolina, quando aplicada por via oral, mostrou eficacia no controle da
infeccdo de camundongos BALB/c por L. major, comparavel a anfotericina B, enquanto que o
mesmo efeito ndo foi observado no tratamento com miltefosina ou fluconazol (FORTIN et al.,
2014). InvestigacOes acerca da eficacia de tratamentos topicos mostram que a maioria deles
apresenta seguranca e eficacia, com altas taxas de cura, poucos relatos de efeitos colaterais
(sendo a maioria leves, como dor ou irritagdo local, eritema, prurido, edema e hiper ou
hipopigmentacg&o) e baixas taxas de recorréncia ou recidiva da leséo (MASMOUDI etal., 2013;
NASSIF etal., 2017a).

E importante ressaltar que os tratamentos topicos propostos atualmente ndo se
restringem a incorporacgdo dos farmacos em bases semissolidas de aplicacdo (como pomada e
gel), mas incluem também a aplicacdo de medicamentos intralesional, a aplicacdo de
substancias diversas (como Oxido nitrico, morfina, extratos de plantas e mel), fitoterapia,
termoterapia, crioterapia, eletroterapia, laser de COg, terapia fotodindmica e, em caso de lesdo
unica e isolada, cirurgia de excisdo ou criocirurgia (ALAVI-NAINI et al., 2012; MASMOUDI
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etal., 2013; SUNDAR and CHAKRAVARTY, 2015; NASSIF et al., 2017a). Essas terapias
locais podem ser aplicadas de forma isolada ou associadas entre si pois foi demonstrado, por
exemplo, que a combinacdo da aplicacdo intralesional de antimoniais pentavalentes com a
crioterapia foi mais eficaz que quando utilizado apenas o primeiro tipo de tratamento (81,8%
versus 53,3%, respectivamente) (BRITO et al., 2017). Entretanto, acreditamos que, mantendo-
se a eficacia e menos efeitos colaterais, como dor, o tratamento com farmacos em bases
semissolidas para aplicacdo individual, seria 0 melhor avanco para terapia topica em casos de
LC.

A busca por novos alvos terapéuticos, no parasito ou na célula hospedeira, bem como a
melhor compreensdo da interacdo parasito-hospedeiro também constituem uma estratégia para
melhorar o cenario de tratamentos aplicados para casos de leishmaniose (DE MENEZES et al.,
2015). Essa compreensdo pode fornecer importantes dados acerca dos alvos intracelulares que
podem ser quimicamente modulados por drogas, promovendo ou auxiliando o controle da
infeccdo (DE MENEZES et al., 2015). Apos a observacao de que macrofagos de camundongos
CBA sdao capazes de controlar a infec¢do por L. major, mas sdo susceptiveis a infecdo por L.
amazonensis, in vitro e in vivo, uma analise protebmica foi realizada e observou-se que essa
diferenca de controle ou persisténcia da infeccdo em hospedeiros da mesma espécie e com o
mesmo background genético poderia estar relacionada com o perfil de expressao de proteinas
pelas células hospedeiras (GOMES et al., 2003; LEMOS DE SOUZA et al., 2000; DE
MENEZES et al., 2013; VERAS DE MENEZES, 2016). Uma das proteinas identificadas
estando diferentemente expressa na infeccéo entre as duas espécies de Leishmania foi o Fator
de Transcrigdo Induzivel por Hipoxia 1a (HIF-1a, do inglés Hypoxia-inducible factor 1-alpha)
que, portanto, poderia exercer algum papel nessa diferenca de resposta a infeccdo (DE
MENEZES et al., 2013; VERAS; DE MENEZES, 2016). Pelo fato de o HIF-1a ser uma das
proteinas cliente da proteina de choque térmico 90 (Hsp90, do inglés Heat shock protein) e
devido a algumas moléculas com potencial anticancer que atuam sobre HIF-1lo agirem, na
verdade, sobre a Hsp90, nosso grupo de pesquisa direcionou 0s seus esfor¢os para a
investigacdo do potencial leishmanicida decorrente da modulacdo da Hsp90, através do uso de
seus inibidores (DE MENEZES et al., 2013; DE MENEZES et al., 2015; VERAS DE
MENEZES, 2016).
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2.4 HEAT SHOCK PROTEIN 90 (Hsp90)

As proteinas de choque térmico (HSPs) foram descritas pela primeira vez na década de
60 apds ser observado, acidentalmente, que o aumento da temperatura de incubacéo de células
de Drosophila levou ao aumento da transcricdo de genes que ndo estavam ativados em
condig¢Bes normais de incubagdo (ERLEJMAN et al., 2014a). Posteriormente, outros estudos
mostraram que a expressdo desses genes especificos € modulada como resposta ndo sé a
modificacdo da temperatura mas também a outros estresses aos quais as células podem estar
expostas como instabilidade génica, hipoxia, disponibilidade de nutrientes, pressdo evolutiva,
estimulos de agentes quimicos (como drogas) e condic¢des patoldgicas (PRATT; TOFT, 2003;
ALBERTS et al., 2010; ERLEJMAN et al., 2014a). Assim, as HSPs sdo definidas como o
conjunto de proteinas que, como resposta ao estresse celular, tem a sua expressdo aumentada
apos a ativacao de genes especificos, alterando, consequentemente, o controle da producéo de
outras proteinas (as chamadas “proteinas cliente”) até retornar ao estagio de homeostasia celular
(ERLEJMAN et al., 2014a). Essa modulacdo externa da Hsp90 é uma comprovacao epigenética
de que alteracdes ambientais podem interferir na expressdo génica dos organismos ( ZHAO;
HOURY, 2005; ERLEJMAN et al., 2014a).

O conceito de “chaperonas moleculares” comegou a ser definido entre o final da década
de 1980 e inicio da década de 1990 e hoje é amplamente aceito como sendo um conjunto de
proteinas ubiquas e altamente conservadas evolutivamente, que reconhecem proteinas no
formato nédo nativo e exercem a funcdo de mediar o dobramento, montagem ou desmontagem
apropriados destas em estruturas oligoméricas, ou auxiliam nesses processos, prevenindo a
formagdo pds-traducional de complexos oligoméricos com estruturas incorretas, inativos e ndo
funcionais, além de evitar interacdes intra e inter moleculares, sem fazer parte da estrutura
molecular final das proteinas formadas (ELLIS et al., 1989; ELLIS, 1990; IVANIUSHINA et
al., 1991; BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005; ALBERTS et al., 2010). As chaperonas
moleculares sdo componentes fundamentais da maquinaria de “controle de qualidade” celular
por ser capaz de evitar que as proteinas cliente sofram desestabilizagdo, desnaturacdo ou
agregacao, tanto em situagdes de estresse quanto em condi¢des de homeostase ((BOSE et al.,
1996; ZHAO; HOURY, 2005; ERLEJMAN et al., 2014a; SCHOPF et al., 2017). As proteinas
de choque térmico sdo as principais chaperonas moleculares e tem importante papel na
manuten¢do da homeostase celular, sendo os termos “chaperonas” e “proteinas de choque
térmico” tdo intrinsicamente relacionados que podem, algumas vezes, ser utilizados como

sinénimos (ALBERTS et al., 2010; ERLEJMAN et al., 2014).
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HSP60, HSP70, Hsp90, HSP100 e as chaperonas da subfamilia HSP33 séo os principais
membros da superfamilia das proteinas de choque térmico (ERLEJMAN et al., 2014). Destas,
a Hsp90 é uma chaperona constitutiva, bastante conservada evolutivamente e pode ser
encontrada em quase todos 0s organismos Vvivos, como eubactérias, fungos e todos os
organismos multicelulares, exceto no dominio Archea (BUCHNER, 1999; PRATT; TOFT,
2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; ERLEJMAN et al., 2014a). Essa proteina
¢ uma das mais abundantes chaperonas moleculares em células eucarioticas e participa da
regulacdo do dobramento de proteinas participantes de diferentes vias de transducdo de sinais,
estando envolvida, portanto, em diversas funcdes celulares como desenvolvimento celular
normal, apoptose, proliferacdo, metastase, regulacdo da transcricdo, angiogénese, adaptacéo,
diferenciacdo, funcionamento do metabolismo e processos evolutivos, o que, em conjunto,
demonstra a sua importancia na manutencdo e sobrevivéncia celular (BOSE et al., 1996;
BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; ERLEJMAN et al., 2014a).
A Hsp90 € necessaria para a viabilidade de eucariotos e, em homeostasia celular, é expressa em
altos niveis no citosol como dimero obrigatorio constitutivo, correspondendo a 1-2% do total
de proteinas solUveis citoplasmaticas enquanto que, sob condi¢cdes de estresse, essa expressao
pode estar aumentada em até dez vezes, chegando a 7% em células cancerigenas e até 10% das
proteinas totais em condicBes de estresse ((BOSE et al., 1996; BUCHNER, 1999; PRATT;
TOFT, 2003; BROWN et al., 2007; ERLEJMAN et al., 2014a). Apesar de ser mais
frequentemente encontrada no citoplasma, essa proteina também pode ser localizada em outras
organelas, como nucleo, reticulo endoplasmatico e cloroplastos (BUCHNER, 1999;
ERLEJMAN et al., 2014a). Na maioria dos seres vivos, existem duas isoformas da Hsp90 com
78-85% de similaridade presentes no citosol das células, a Hsp90a (forma induzivel por
estresse) e a Hsp90B (forma constitutiva) e, nos seres humanos, existem dois membros
adicionais com funcBGes mais especializadas e com baixos niveis de expressdo: 0 TRAPL,
localizado na mitocondria e o Grp94, encontrado no limen do reticulo endoplasmatico
(BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005; ERLEJMAN et al., 2014a). Outros homoélogos
foram identificados, menos frequentemente, em diferentes organelas ou compartimentos
celulares, como HtpG no citoplasma de bactérias, Hsp83 no citoplasma de fungos, e cpHSP82
nos cloroplastos de plantas (BUCHNER, 1999; WEGELE; BUCHNER, 2004,
ECHTENKAMP; FREEMAN, 2012).

Estruturalmente, a Hsp90 é formada por trés dominios altamente conservados: (i) o
dominio N terminal, responsavel pela ligagdo e hidrdlise do ATP (atividade ATPasica), (ii) o

dominio intermediario proteolitico central (ou dominio médio), envolvido na interface da
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ligacdo entre a Hsp90 e proteinas cliente, auxiliando o seu dobramento, e (iii) o0 dominio C
terminal, que facilita a homodimerizacdo e é independente de ATP (BUCHNER, 1999;
PRATT; TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007). A regido N-terminal
interage também com peptideos e proteinas ndo dobradas mas, é a ligacdo com o ATP que induz
a modificacdo da proteina para um estado de baixa afinidade com o substrato, o que evita a
interagdo com outras proteinas cliente durante o dobramento de uma delas (BUCHNER, 1999).
A hidrolise do ATP durante a atividade ATPasica causa uma mudanca estrutural na Hsp90 que
é fundamental para a induzir a mudanca conformacional da proteina cliente (PRATT; TOFT,
2003). Entretanto, o dominio C-terminal também é essencial para o funcionamento da proteina,
pois o seu truncamento impede a habilidade da proteina de hidrolisar o ATP, indicando que a
dimerizacdo da proteina é essencial para o seu funcionamento (PRATT; TOFT, 2003; ZHAO,;
HOURY, 2005; BROWN et al., 2007). Em eucariotos, a Hsp90 apresenta também uma
pequena regido intermediaria altamente carregada e de tamanho variavel entre os organismos
que conecta o dominio intermediario ao dominio N-terminal e acredita-se ser responsavel pela
flexibilidade da proteina e pela regulacdo da atividade do dominio N-terminal (BUCHNER,
1999; PRATT; TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007). E importante
ressaltar que, além da funcdo de enovelamento das proteinas cliente, a Hsp90 exerce também
as funcdes de acoplar complexos multiproteicos e unir um ligante ao seu alvo ou receptor
(SCHOPF et al., 2017). Essa proteina é encontrada no citosol de eucariotos como um dimero
alongado, que se conecta através das regides C-terminal opostas as regides N-terminal
(BUCHNER, 1999; BROWN et al., 2007). Na auséncia de um nucleotideo ligado ao dominio
N-terminal, o homodimero da Hsp90 se mantém em um estado conformacional “aberto” ou
“relaxado”, o que facilita a ligagdo com proteinas cliente, enquanto que, em diferentes
condicdes de homeostasia ou estresse celular ocorre a ligacdo com uma molécula de ATP, que
ocasiona uma transformacdo na estrutura desta chaperona, onde os dominios N-terminal do
dimero se juntam transitoriamente, assumindo o estado conformacional “fechado” ou “tenso”,
que possibilita a atividade ATPasica da proteina (BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005;
BROWN et al., 2007). A representacdo estrutural da Hsp90 é mostrada na figura 2.
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Figura 2 — Representagdo estrutural do homodimero formado pela chaperona Hsp90.
Fonte: Adaptado de (BROWN et al., 2007).

A Hsp90 ndo possui a capacidade de funcionar como uma chaperona molecular de
maneira autbnoma (BROWN et al., 2007). Essa proteina é responsavel por uma parte
importante da funcdo exercida por uma super complexo de proteinas parceiras especificas,
incluindo outras chaperonas (as chamadas co-chaperonas), onde cada componente exerce um
papel funcional e atua em conjunto para promover o enovelamento correto de proteinas cliente
em condicdes fisioldgicas ou sob condicdes de estresse celular ((BOSE et al., 1996; PRATT;
TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; SCHOPF et al., 2017). Apesar de
a chaperona Hsp90 ser a plataforma central do complexo, a sincronia entre as diferentes
proteinas do complexo é extremamente importante, 0 que pode ser comprovada pela presenca
das mesmas co-chaperonas em diferentes grupos de seres vivos como fungos, mamiferos e
plantas (BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007). Os estudos
mostram que, dependendo do substrato em questdo ou do ser vivo onde o ciclo da chaperona
estd acontecendo, ha variacdo dos componentes principais que participam da maquinaria do
complexo, dentre os quais sdo mais frequentemente descritos, em diferentes organismos:
Hsp90, HSP40, HSP70, p60/Hop/Stil, Ahal, Cpr6, p48/Hip, Cdc37, Sbal, Hdj1, p23, WISp39,
PP5, CHIP, Tahl/Pihl, uma das trés grandes imunofilinas FKBP51, FKBP52, FKBP54, e a
ciclofilina 40 (Cyp40) ((BOSE et al., 1996; BUCHNER, 1999; PRATT; TOFT, 2003; ZHAO;
HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; Li et al., 2012; ERLEJMAN et al., 2014a). Essas
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proteinas podem ser divididas em duas classes funcionais generalistas: (i) proteinas que formam
0 esqueleto do complexo ou (ii) cofatores que auxiliam diretamente no dobramento das
proteinas, além daquelas responsaveis por regular a atividade ATPasica da Hsp90 (BUCHNER,
1999; ZHAO; HOURY, 2005). Para a manutencdo do funcionamento da chaperona, cinco
dessas proteinas sdo descritas como essenciais: Hsp90, HSP70, Hop, HSP40 e p23, enquanto
que as outras proteinas ainda ndo tiveram suas func@es elucidadas ou sdo descritas como
necessarias, mas nao fundamentais para o funcionamento da maquinaria (PRATT; TOFT, 2003;
ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; LI et al., 2012). Além disso, dependendo da
proteina cliente em dobramento, diferentes co-chaperonas podem ser cooptadas para realizar
fungdes similares (ECHTENKAMP; FREEMAN, 2012).

Baseado nos estudos da maturacdo do receptor de hormdnio esteroide, a maioria dos
autores descrevem que o ciclo de funcionamento da maquinaria ocorre segundo as etapas a
seguir (fig. 3): (a) Inicialmente, a proteina HSP40 ¢ atraida pela proteina cliente inativa; (b) Em
seguida, a chaperona HSP70 é recrutada para o complexo inicialmente formado, interagindo
diretamente com a HSP40 e possibilitando a transferéncia da proteina cliente para a HSP70,
numa reacdo dependente de ATP; (c) Posteriormente, esse complexo inicial € estabilizado pela
proteina Hip; (d) Na sequéncia, a proteina Hop entra no processo de dobramento, unindo e
estabilizando o complexo inicial a Hsp90, que encontra-se livre no citoplasma, na sua
conformacdo aberta. Neste momento, forma-se o chamado “complexo minimo”, “complexo
intermediario”, “complexo ndcleo” ou “esqueleto principal da maquinaria” que contém o
complexo proteina cliente + HSP40 + HSP70 + Hip + Hsp90 + Hop; (e) Apobs essa ligagéo,
ocorre a transferéncia da proteina cliente do complexo HSP40/70-Hip para a Hsp90, de forma
ndo covalente, e a posterior dissociacdo das proteinas HSP40, HSP70, Hip e Hop; (f) Na
sequéncia, ocorre a ligacdo transitéria de uma molécula de ATP aos dominios N-terminal do
dimero da Hsp90, que assume a sua conformacéo fechada pela unido dessas regides opostas em
cada monbémero; (g) Em seguida, este grande complexo é estabilizado pelas proteinas p23, na
regido N-terminal (que reconhece a conformacdo da proteina ligada ao ATP) e pela proteina
PP5 na regido C-terminal e, dependendo da proteina cliente em dobramento, pode haver a
participacdo também de uma imunofilina (IF) e/ou uma ciclofilina (CF). Nesta etapa, ocorre a
conversédo do complexo intermediario para “complexo maduro” ou “complexo tardio”; (h)
Posteriormente, ocorre a hidrolise do ATP e o consequente enovelamento e ativagédo da proteina
cliente. Essa reacdo pode ser intensificada pela proteina Ahal; (i) Por fim, ocorre a liberacdo
da proteina cliente na sua conformacao funcional, a liberacdo das co-chaperonas e cofatores do

funcionamento da maquinaria (que podem ser utilizados em um novo ciclo da chaperona) e a



42

liberagdo do ATP hidrolisado, na forma de ADP (ELLIS, 1990; (BOSE et al., 1996;
BUCHNER, 1999; PRATT; TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; Li
etal., 2012; ERLEJMAN et al., 2014a; SCHOPF et al., 2017).

Existe uma certa especificidade de substratos para a proteina Hsp90, que pode ser
explicada pelo reconhecimento especifico de estados conformacionais ndo nativos de
determinadas proteinas cliente, fazendo com que a Hsp90 seja uma chaperona especializada
(BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005; ERLEJMAN et al., 2014a). O primeiro substrato
da Hsp90 foi a proteina pp60, descrito em 1981 e, atualmente, sdo descritas centenas de
proteinas cliente que precisam da Hsp90 para completar a sua maturacdo e/ou ativagdo, dentre
as quais estdo alguns receptores de hormonios esteroides, como de progesterona, estrogénio,
androgeno e glicocorticoides, proteinas membranares de trafego através da membrana
plasmatica ou do nucleo, proteinas estruturais como miosina, tubulina, actina e histonas, 6xido
nitrico sintase, transcriptase reversa, o regulador de apoptose Bcl2, RNA polimerase 11, fator
de necrose tumoral, helicases, luciferase, proteinas quinases, entre outras (BUCHNER, 1999;
PRATT; TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; ERLEJMAN et al.,
2014a; SCHOPF et al., 2017).
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Figura 3 — Ciclo de funcionamento da chaperona Hsp90. A maquinaria da Hsp90 funciona de maneira ciclica e
com a participacdo de co-chaperonas e outras proteinas adaptadoras. Inicialmente, (a) a proteina HSP40 se liga a
proteina cliente e (b) esta é transferida para a HSP70, apds a entrada desta proteina no complexo inicial. Esse
complexo é, entdo, (c) estabilizado pela proteina HIP e, através da proteina Hop, € (d) ligada & uma Hsp90 que estava
livre no citosol, em sua conformacdo aberta, formando o complexo intermedidrio. Essa ligagdo permite a
transferéncia da proteina cliente para a Hsp90 e o desligamento das co-chaperonas e proteinas adaptadoras. () Com
a proteina cliente estabilizada no dominio central da Hsp90, (f) o ATP é ligado ao dominio N-terminal da chaperona
e (g) outras proteinas estabilizadoras atuam para a estabilizagdo da Hsp90 em sua conformacgdo fechada: a P55,
estabilizando a dimerizacéo na porcéo C-terminal e a p23, estabilizando a ligagdo do ATP ao dominio N-terminal.
Nesta etapa, dependendo da proteina cliente em processo de enovelamento, podem ainda participar imunofilinas
(IF) e/ou ciclofilinas (CF). Em seguida, (h) a proteina Aha-1 participa da rea¢do, aumentando a atividade hidrolitica
do ATP. Por fim, (i) a proteina cliente é liberada na sua conformagéo ativa e funcional, o ATP hidrolisado é liberado
na forma de ADP e as outras proteinas adaptadoras utilizadas nas fases finais do ciclo também séo liberadas.
Fonte: Adaptado de (BUCHNER, 1999; ERLEJMAN et al., 2014a; PRATT; TOFT, 2003; SCHOPF et al., 2017;
WEGELE; BUCHNER, 2004; ZHAO; HOURY, 2005.
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ModificagOes na estrutura, expressdo ou funcionamento da maquinaria da chaperona
Hsp90, bem como mutacGes, podem causar falha no dobramento de certas proteinas cliente que
sdo importantes para o funcionamento das células, tornando a producdo dessas proteinas
deficiente, 0 que provoca distdrbios intracelulares e, consequentemente, pode resultar em
condicGes patoldgicas no organismo (ELLIS, 1990; PRATT; TOFT, 2003). Por esse motivo,
um conjunto de moléculas chamadas genericamente de “inibidores da Hsp90” tem sido
investigado como potenciais quimioterdpicos em diferentes patologias, incluindo cancer,
doencas associadas com mal dobramento proteico e doencas parasitarias, devido a modulagédo
exercida por esses agentes no funcionamento desta chaperona (BROWN et al., 2007; Li et al.,
2012; SCHOPF et al., 2017).

2.5 INIBIDORES DA Hsp90

A geldanamicina foi o primeiro antibidtico da familia das anzamicinas benzoquinonas,
capaz de inibir a atividade da Hsp90 (PRATT; TOFT, 2003). Esse composto foi descoberto em
1994 e, posteriormente, muitas proteinas cliente, reguladas por essa chaperona foram
descobertas (PRATT; TOFT, 2003). Desde entdo, devido a importancia desta chaperona na
manutencdo da homeostase celular, varios estudos buscaram identificar inibidores com
potencial quimioterapico para tratamento em diferentes patologias, incluindo canceres, como
melanoma e leucemia, doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, e doencas
infecciosas causadas por virus, como herpes e rotavirus, ou por protozoarios, como Leishmania
e Plasmodium (SCHOPF et al., 2017). A atividade desses inibidores é considerada indireta, pois
eles ndo atuam diretamente nas proteinas cliente, mas na Hsp90, impedindo o seu correto
funcionamento e diminuindo, consequentemente, a expressdo das proteinas cliente devido a
deficiéncia no dobramento (BUCHNER, 1999; ZHAO; HOURY, 2005). Dentre os principais
inibidores estudados como quimioterapicos estdo os da familia das anzamicinas benzoquinonas
(geldanamicina, 17-AAG, 17-DMAG e IPI-504), os que usam esqueleto de resorcinol (ABI-
010, 17-AG e Ganetespib), esqueleto de purinas (PU3, PU24FCI), entre outras moléculas
menores (KW-2478, AT13387, KW-2478) (CHIOSIS et al., 2004a; WHITESELL; LIN, 2012a;
SIDERA; PATSAVOUDI, 2013; TALDONE et al., 2013; MURILLO-SOLANO et al., 2017).
Alguns dos principais inibidores da Hsp90 sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4 — Principais inibidores da Hsp90. Dentre os principais inibidores da chaperona Hsp90 estdo as
anzamicinas (a) geldanamicina, (b) 17-AAG e (c) 17-DMAG, (d) radicicol, esqueletos de purina como (e) PU3,
esqueleto de resorcinol como (f) CCT018159 e ligantes da regido C-terminal como (g) novobiocina.

Fonte: Adaptado de (POWERS; WORKMAN, 2007 E SIDERA; PATSAVOUDI, 2013).

Diferentes inibidores da Hsp90 podem se ligar a regides distintas da proteina, levando
a inibicdo do seu funcionamento (CHIOSIS ET AL., 2004a; WANG AND MCALPINE, 2015).
Inibidores como cisplatina, novobiocina e seus derivados A4, DNH1 e DNH2, se ligam ao
dominio C-terminal, impedindo a dimerizagdo correta da chaperona, causando um truncamento
da proteina e, consequentemente, blogueando seu funcionamento (PRATT; TOFT, 2003;
CHIOSIS et al., 2004a; MARCU; NECKERS, 2005; XIAO et al., 2006; SIDERA;
PATSAVOUDI, 2013). Apesar de alguns estudos demonstrarem a importancia similar da
inibicdo do dominio C-terminal para controle de doencas, a maioria dos inibidores amplamente
estudados para quimioterapias, como o radicicol, a geldanamicina e seus derivados 17-AAG e
17-DMAG, se ligam ao dominio N-terminal da Hsp90, no sitio de ligagdo ao ATP, mimetizando
a sua conformacéo e competindo pelo mesmo sitio de ligagdo (MARCUS; NECKERS, 2005;
ZHAO; HOURY, 2005; BROWN et al., 2007; ERLEJMAN et al., 2014a). A figura 5 mostra
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o ciclo da Hsp90 com a interferéncia de inibidores que se ligam ao dominio N-terminal da
chaperona.
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Figura 5 — Atividade de inibidores da Hsp90. Inibidores da Hsp90 podem se ligar a diferentes regies da
proteina. Entretanto, os mais amplamente estudados com potencial quimioterapico sdo aqueles que se ligam ao
dominio N-terminal, no mesmo sitio de ligacdo ao ATP. Inicialmente, (a) o complexo inicial formado pelas co-
chaperonas e proteinas adaptadoras ligadas a proteina cliente é acoplado a Hsp90, formando o complexo
intermediario. Posteriormente, (b) a proteina cliente é transferida para a Hsp90 e as co-chaperonas e proteinas
adaptadoras séo desligadas. (c) Os inibidores da Hsp90 competem com o ATP pelo sitio de ligacdo no dominio N-
terminal da chaperona, blogueando essa regido. Com isso, (d) ha a formacdo de proteinas truncadas ou
malformadas, que sdo entdo ubiquitinadas e direcionadas para o proteassoma, onde sdo degradadas.

Fonte: Adaptado de (CHIOSIS et al., 2004; SIDERA; PATSAVOUDI, 2013; XIAO et al., 2006).

Células tumorais sdo caracterizadas por um estado constante de estresse, devido a
presenca de proteinas mutantes e proliferacdo celular acelerada, que eleva a necessidade de
controle da maquinaria proteica XIAO et al., 2006; SCHOPF et al., 2017). O efeito da inibicédo
da Hsp90 sobre a proliferagdo de células cancerigenas havia sido sugerido antes da descoberta
de seus inibidores (BUCHNER, 1999). Dessa forma, nos ultimos anos, a Hsp90 emergiu como
um dos alvos possiveis para terapia em diferentes tipos de cancer, por ser crucial no
desenvolvimento de tumores que apresentam inativacdo de vias de reparo de DNA e
amplificacdo da expressdo de proteinas mutadas, cujas funcdo e estabilidade dependem da
Hsp90 XIAO et al., 2006; BROWN et al., 2007; Li et al., 2012). A inibicdo da Hsp90 por
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inibidores como geldanamicina, herbimicina A, macbecina e radicicol afeta, simultaneamente,
maltiplas vias de sinalizacdo oncogénica, evidenciando a importancia dessa proteina na
sobrevivéncia de células tumorais €, consequentemente, o potencial antitumoral dos inibidores
de Hsp90 (PRATT; TOFT, 2003; ZHAO; HOURY, 2005; XIAO et al., 2006; BROWN et al.,
2007; SCHOPF et al., 2017). O tratamento de neoplasias com inibidores de Hsp90 gera danos
minimos as células normais devido a maior expressdo de Hsp90 e de atividade ATPé&sica que
as células tumorais apresentam, em comparacdo com células saudaveis ( ZHAO; HOURY,
2005; ERLEJMAN et al., 2014a). Muitos dos inibidores da Hsp90 da familia das anzamicinas
benzoquinonas passaram ou encontram-se em fases clinicas de estudo em seres humanos, em
razdo do potencial quimioterapico comprovado no tratamento de canceres (SOLIT; CHIOSIS,
2008; WHITESELL; LIN, 2012a). O 17-AAG, anélogo da geldanamicina, com toxicidade
atenuada e atividade antiproliferativa similar, foi proposto para substituir a geldanamicina pelo
Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NIC), que havia mostrado ter atividade in
vivo em modelos de neuroblastoma e carcinoma de prdstata, somente em doses tdxicas
(SAUSVILLE, 2004; XIAO et al., 2006). Entretanto, devido a baixa solubilidade do 17-AAG,
0 anélogo hidrossoluvel da geldanamicina, o 17-DMAG, mostrou ter atividade antiproliferativa
ainda mais potente contra células de cancer, tendo como vantagens adicionais a solubilidade
em salina e outras solugdes aquosas, metabolizacdo reduzida e a biodisponibilidade oral
(SAUSVILLE, 2004; XIAO et al., 2006; MELLATYAR et al., 2018). Dentre os principais
inibidores que estdo ou passaram por fases clinicas em humanos estdo: (i) Ganetespib, nas fases
I e I, aplicado por via intravenosa (IV) no tratamento de cénceres de mama, prostata,
hematol6gico, melanoma, pancreético e esofagogastrico; (ii) retaspimicina, nas fases Il e IlI,
aplicado por via IV no tratamento de canceres de prostata e mama; (iii) 17-AAG, nas fases |-
I11, aplicado por via IV no tratamento de melanoma e tumores sélidos; e (iv) 17-DMAG, nas
fases | e Il, por via intravenosa ou oral, no tratamento de canceres de mama, intestino, entre
outros (SOLIT; CHIOSIS, 2008; WHITESELL; LIN, 2012A; MELLATYAR et al., 2018).

Os inibidores da Hsp90 tém sido investigados também como quimioterapicos para
outras doencas, como neurodegenerativas e infecciosas, devido a importancia dessa chaperona
na estabilidade funcional de proteinas e na viabilidade celular em diferentes condicGes de
pressdo ambiental, incluindo transformacéo celular (SOLIT; CHIOSIS, 2008; SCHOPF et al.,
2017). Em doencas infecciosas causadas por protozoarios, o tratamento com inibidores da
Hsp90 pode bloquear a proliferacdo desses organismos, uma vez que essa chaperona € essencial
para a diferenciacdo e desenvolvimento destes parasitos nas diferentes etapas do seu ciclo de
vida (PALLAVI et al., 2010A; SCHOPF et al., 2017). A Hsp90 auxilia na resposta aos
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estimulos ambientais, como pH e temperatura, nos diferentes hospedeiros dos parasitos,
atuando na “aclimatacdo” no novo microambiente e reestabelecendo a homeostase celular
(ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994; GRAEFE et al., 2002; ROY et al., 2012; HOMBACH et
al., 2014). Assim, a Hsp90 tem sido colocada como um bom alvo terapéutico para doencas
causadas por diferentes géneros de parasitos como Eimeria, Babesia, Theileria, Dictyostelium,
Plasmodium, Trypanosoma, Toxoplasma, Giardia, Candida e Leishmania (PALLAVI et al.,
2010a; ROY et al., 2012; GUSWANTO et al., 2018a).

Diversos inibidores da Hsp90 apresentaram potencial quimioterapico contra duas cepas
de P. falciparum: os derivados de anzamicina benzoquinona, 17-AAG e 17-DMAG, o derivado
de resorcinol, NVP-AUY922, a benzamidina SNX-2112 e o derivado de purina PUWS13
(MURILLO-SOLANO et al., 2017). Destes, os trés primeiros se destacaram por causar
alteracdes estruturais na morfologia de todas as formas sanguineas do parasito (MURILLO-
SOLANO et al., 2017). Além disso, 0 17-DMAG e o NVP-AUY922 apresentaram alta
capacidade de inibicdo do crescimento tanto da cepa susceptivel (3D7) do Plasmodium, quanto
da cepa resistente a cloroquina (W2), sugerindo a utilizacao desses compostos no tratamento de
malaria em casos de resisténcia aos medicamentos comumente utilizados (MURILLO-
SOLANO et al., 2017). A geldanamicina demonstrou ter efeito na reducdo da proliferagéo de
T. cruzi de maneira dose-dependente (GRAEFE et al., 2002). O tratamento com esse composto
causa parada na fase G1 do ciclo celular das formas epimastigotas e conversdo das formas
sanguineas tripomastigotas em esferomastigotas, por meio do bloqueio da diferenciacéo para a
forma epimastigotas (GRAEFE et al., 2002). Adicionalmente, foi mostrado que outros
inibidores de Hsp90 apresentam atividade antiparasitaria contra a espécie T. brucei, causadora
da doenga do sono em seres humanos (MEYER; SHAPIRO, 2013). Os inibidores que se ligam
na regido N-terminal da Hsp90, geldanamicina e o radicicol, foram eficazes in vitro em
concentragcdes na escala de nanomolar, enquanto que o inibidor novobiocina, que se liga na
regido C-terminal, apresentou eficécia na escala de micromolar ( MEYER; SHAPIRO, 2013).
Esse trabalho mostrou também que o tratamento com 17-AAG causou disfuncdo do ciclo
celular e alteragdes morfologicas dos tripomastigotas e que quando aplicado por via
intraperitoneal ou oral, foi capaz de levar a cura da infeccdo causada por T. brucei, que foi letal
para os grupos controle ( MEYER; SHAPIRO, 2013).

Cochaperonas, como Stil e HSP23, além de proteinas adaptadoras, como p23, sdo
essenciais para funcionamento da maquinaria intracelular, desenvolvimento das diferentes
formas de ciclo de vida e manutencdo da viruléncia em parasitos do género Leishmania
(HOMBACH et al., 2013, 2014, 2015). Nesses parasitos, a alternancia da forma promastigota,
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no inseto vetor, para a amastigota, no hospedeiro vertebrado, e vice-versa, depende da Hsp90
(ROY et al.,, 2012; HOMBACH et al., 2013). Foi demonstrado que a geldanamicina induz a
parada do ciclo celular de promastigotas de L. donovani na fase G2, levando a morte do parasito
(WIESGIGL et al., 2001). Além disso, geldanamicina, taxol e radicicol atuam sobre a Hsp90
de L. donovani e induzem a diferenciacdo da forma promastigota em amastigota, mimetizando
as condicOes de passagem do parasito para o hospedeiro vertebrado durante a infecgéo,
induzindo também a producéo de proteinas especificas da forma amastigota (WIESGIGL et al.,
2001). Em conjunto, esses achados evidenciam a importancia da ativacdo da Hsp90 em resposta
ao choque térmico no ciclo de vida do parasito (WIESGIGL et al., 2001). Adicionalmente, foi
demonstrado que promastigotas de L. donovani tratados com geldanamicina exibem morfologia
apoptotica, alteracdo no ciclo celular e aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio,
que pode levar a uma disfuncdo mitocondrial e, consequentemente, a morte destes parasitos por
apoptose (LI et al., 2009). Os inibidores da Hsp90 se ligam mais fortemente aos residuos de
aminoacidos da chaperona do parasito, em comparagdo com a proteina da célula hospedeira, e
essa maior afinidade justifica o potencial quimioterapico dessas drogas para doencas
parasitarias (PALLAVI et al., 2010a; TALDONE et al., 2013; PALMA et al., 2019)

Nosso grupo tem se dedicado a investigacdo do potencial quimioterapico de inibidores
da Hsp90 no tratamento de leishmanioses. Petersen et al. (2012) demonstraram que o inibidor
da Hsp90, 17-AAG, causou a reducdo do percentual de macréfagos peritoneais inflamatérios
de camundongos BALB/c infectados e do numero de parasitos intracelulares de L. amazonensis,
de maneira tempo e dose dependentes, em concentracdes ndo toxicas para as células hospedeiras
(PETERSEN et al., 2012a). Mais recentemente, foi demonstrado que geldanamicina, 17-AAG
e 17-DMAG causam a morte de promastigotas de L. amazonensis em concentracfes ndo toxicas
para células de linhagem monocitica humana (THP-1) e que o Gltimo inibidor citado é capaz de
reduzir a viabilidade de amastigotas intracelulares em células THP-1 infectadas por L.
amazonensis (PALMA et al., 2019). Além disso, foi demonstrado por Santos et al. (2014) que
0 17-AAG foi capaz de controlar in vitro e in vivo a infeccdo de macréfagos de camundongos
BALB/c por L. braziliensis (SANTOS et al., 2014). Neste trabalho, foi observado que o
tratamento intraperitoneal com 20 mg/kg de 17-AAG, trés vezes por semana, durante trés
semanas, foi capaz de reduzir o tamanho da lesdo na orelha e a carga parasitaria no local da
lesdo de camundongos infectados por L. braziliensis, mas néo foi capaz de causar a reducdo da
carga parasitaria no linfonodo drenante desses animais, o que poderia causar uma recidiva da
infeccdo, apos a finalizagdo do tratamento (SANTOS et al., 2014). E possivel que a baixa

eficacia desse protocolo de tratamento esteja relacionada a baixa propriedade farmacocinética
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e distribuicéo tecidual do 17-AAG (WHITESELL; LIN, 2012A; MELLATYAR et al., 2018).
Por este motivo, nosso grupo decidiu investigar a eficacia do 17-DMAG, um analogo
hidrossoltuvel do 17-AAG e com melhores propriedades farmacocinéticas (EGORIN et al.,
2002a; SAUSVILLE, 2004; WHITESELL; LIN, 2012a), no controle da infec¢do por L.
braziliensis. Resultados preliminares mostraram que o tratamento diério, por via
intraperitoneal, com 20 mg/kg de 17-DMAG levou a redugdo do tamanho da lesdo na orelha e
do linfonodo drenante de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis, bem como a
reducdo da carga parasitaria tanto na orelha quanto no linfonodo, a partir de duas semanas de
tratamento, chegando a zero na maioria ou no total de animais tratados, na quarta ou sétima
semana de tratamento, respectivamente (dados ndo publicados). Em conjunto, esses dados
mostram que o uso dos inibidores da Hsp90 acima citados, nos modelos de infeccao in vitro e
in vivo por Leishmania, constitui uma proposta promissora para o desenvolvimento de um novo
tratamento para a doenca. Entretanto, foi observado que, em esquemas terapéuticos mais
prolongados, os animais submetidos ao tratamento com 17-DMAG comegaram a apresentar
sinais de toxicidade, como secrecdo ocular e perda de peso (dados ndo publicados). Essa
limitacdo pode ser superada utilizando-se metodologias que podem reduzir a toxicidade
observada na aplicacdo do 17-DMAG, como por exemplo (i) a aplicacdo do farmaco por uma
via de atuacdo mais direcionada, como a via tdpica, ou (ii) com a utilizagdo de sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos (DE LYRA et al., 2007; ANSELMO ; MITRAGOTRI,
2014; DE MENEZES et al., 2015b; ANSELMO et al., 2018).

2.6 TRATAMENTO TOPICO

A leishmaniose cutanea apresenta como principal sinal clinico a presenca de lesfes na
pele, na forma de papula, nddulo ou Ulcera, que podem se apresentar de maneira localizada ou
espalhada pelo corpo dos individuos acometidos (CARVALHO et al., 1994, VAN
BOCXLAER et al., 2016a; TORRES-GUERRERO et al., 2017; MEIRA; GEDAMU, 2019).
Essas lesdes, apesar de ndo fatais, podem interferir na qualidade de vida dos pacientes, uma vez
que geram estigmatizacgdo social e, consequentemente, efeitos psicoldgicos que, em conjunto,
levam a morbidade e ao absenteismo destas pessoas (KAYE; SCOTT 2011; MASMOUDI et
al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016a; BURZA et al., 2018). Dessa forma, com o objetivo de
reduzir ou eliminar as lesdes apresentadas pelos pacientes acometidos pela LC, a aplicagéo de
tratamentos por via topica pode se apresentar como um avango na terapia da doenca e constituir

uma importante ferramenta para a melhoria da qualidade de vida desses individuos.
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Com o intuito de reduzir os efeitos colaterais observados pela administragdo por vias
sisttmicas de medicamentos para a leishmaniose, alguns tratamentos locais tém sido propostos.
Entretanto, a terapia local possui alguns fatores determinantes para a sua utilizacdo em pacientes
com LC, como (i) o paciente deve apresentar apenas uma ou poucas lesdes, (ii) as lesbes nao
podem estar localizadas em regies de articulagfes ou areas esteticamente comprometidas —
como nariz, labios ou ao redor dos olhos - (iii) o risco de desenvolver LMC deve ser reduzido,
e (iv) os pacientes ndo devem apresentar sinais de imunossupressao ou (v) disseminacao
linfatica do parasito (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013; ESPUELAS et al., 2016). Séo
exemplos da terapia local para a LC: termoterapia, crioterapia, laser de CO,, terapia
fotodindmica, aplicacdo intralesional de quimioterépicos e aplicacdo de quimioterapicos por via
topica, utilizando cremes, pomadas ou géis contendo farmacos (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2013; ESPUELAS et al., 2016; NASSIF etal., 2017b; CHAKRAVARTY; SUNDAR , 2019).

A termoterapia é baseada no principio de que parasitos do género Leishmania nédo
sobrevivem, in vitro, em temperaturas superiores a 39 °C e, nela, sdo incididos, diretamente
sobre as lesdes, geradores de calor no comprimento de onda do infravermelho ou
radiofrequéncia, promovendo a destrui¢do do parasito, com a contrac¢do do colageno e posterior
remodelamento do tecido do hospedeiro (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013, 2015; NASSIF
etal., 2017b; CHAKRAVARTY; SUNDAR , 2019). Na crioterapia, a aplica¢do de nitrogénio
liquido (— 195 °C) sobre as lesdes leva a morte dos parasitos por causa da formacgdo de micro
cristais de gelo intracelulares, que causam a destruicéo das células no local da aplicagéo e leva
a necrose isquémica localizada (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013, 2015; NASSIF et al.,
2017b; CHAKRAVARTY; SUNDAR , 2019). No tratamento local em que se utiliza laser de
COo, esse laser causa termélise especifica do tecido infectado, com poucos efeitos colaterais no
tecido normal do hospedeiro, que permite a posterior sintese e remodelamento do colageno
(NASSIF etal., 2017b; CHAKRAVARTY; SUNDAR , 2019). A terapia fotodindmica utiliza
fontes de luz de baixa poténcia combinadas com um agente fotossensibilizante que, em
conjunto, promove reacdes fotoquimicas que levam a geracao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), uma molécula conhecidamente leishmanicida (NASSIF et al., 2017b; CABRAL etal.,
2021). O tratamento intralesional utiliza aplicagcbes com agulhas de antimoniais pentavalentes
ao redor da lesdo da LC (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013, 2015; CHAKRAVARTY;
SUNDAR , 2019). E importante ressaltar que muitas dessas terapias locais citadas podem ser
aplicadas na presenca ou auséncia de farmacos no local da lesdo, bem como podem ser

recomendadas em combinacéo entre elas ou com farmacos por via sistémica em alguns paises
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(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013; ESPUELAS et al., 2016; NASSIF et al., 2017b;
CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

O tratamento ideal para leishmaniose cutanea deve ser capaz de (i) acelerar a
cicatrizacao das lesoes, (ii) reduzir o risco de deixar cicatrizes, (iii) prevenir a disseminacéo dos
parasitos para area mucosa ou visceral e (iv) reduzir as chances de ocorréncia de recidiva
(LALATSA et al., 2020) entretanto, no cenério atual, nenhum dos medicamentos utilizados séo
capazes de abranger todas essas exigéncias. Segundo a Organizacdo Pan Americana de Saude
(OPAS), a aplicacdo de quimioterapicos por via tdpica, utilizando cremes, pomadas ou géis
contendo farmacos é mais bem tolerada pelos pacientes com LC que as outras terapias locais
(MORENO et al., 2019; PAHO, 2022). A escolha da base para formulacdo tdpica de
medicamentos depende da compatibilidade entre as estruturas quimicas do farmaco e da base e
o local de aplicacdo. Os cremes podem ser definidos como emulsfes de agua e 6leo, mais ou
menos na mesma propor¢do, com alta capacidade de absorcédo, indicados para aplicacdo de
medicamentos em areas sem ou com pouco pelo, enquanto as pomadas contém mais 6leo que
agua, que retém a umidade e permanecem por mais tempo na pele (MUELLER et al., 2012). Ja
0s geéis podem ser definidos como emulsdes semi-sélidas de agua e um agente espessante,
geralmente um polimero ou polissacarideo, que sdo facilmente absorvidos e deixam uma fina
camada do agente espessante na pele (MUELLER et al., 2012). Atualmente, as principais
formulacdes para aplicacdo topica no tratamento da LC ou em fase de ensaios clinicos para
otimizacdo do tratamento incluem medicamentos como a paromomicina e o imiquimod, além
da anfotericina B, sozinhos ou em associacdo com outros farmacos (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015; AZIM et al., 2021; CABRAL et al., 2021). Adicionalmente,
instituicbes como a OMS e a Drugs for Negleted Diseases iniciative (DNDi) recomendam a
utilizacdo de tratamentos topicos para a LC e indicam a aplicacdo de medicamentos por via
parenteral apenas em casos em que a terapia topica nao puder ser aplicada ou tiver falhado em
eficacia (ESPUELAS et al., 2016; NASSIF et al., 2017b).

A pele dos seres humanos (fig. 6) funciona como uma barreira biolégica protetora, que
dificulta a entrada de agentes externos, fisicos, quimicos ou biol6gicos, no organismo, além de
evitar a perda de agua e auxiliar no controle da temperatura corporal (PROKSCH et al., 2008;
HWA et al., 2011; CARNEIRO et al., 2012). Essa barreira é constituida por trés camadas
principais: a epiderme, a derme e a hipoderme (fig. 6). A epiderme é constituida,
principalmente, por camadas sobrepostas de células denominadas queratindcitos, mas outras
células, como as células de Langerhans e melandcitos, podem estar presentes em algumas
regides (fig. 6) (PROKSCH et al., 2008; HWA et al., 2011). Na camada mais externa da pele
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estdo os cornedcitos, definidos como queratindcitos mortos e anucleados que, juntamente com
a grande quantidade de queratina, formam a camada denominada estrato corneo, considerada a
principal barreira biologica (fig. 6) (PROKSCH et al., 2008; HWA et al., 2011). Abaixo do
estrato corneo estdo as outras camadas de células componentes da epiderme séo,
respectivamente, de fora para dentro: estrato llcido (que pode ou ndo estar presente), estrato
granuloso, estrato espinhoso e estrato basal (também conhecido como lamina basal ou estrato
germinativo) (fig. 6) (PROKSCH et al., 2008). Logo abaixo da epiderme estd localizada a
derme, uma camada composta principalmente por colageno e fibras elasticas, onde estdo
presentes também capilares sanguineos, vasos linfaticos e apéndices da pele como terminacoes
nervosas, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas (fig. 6) (HWA et al., 2011). Por
fim, a camada mais interna da pele, também chamada de camada subcuténea, ou hipoderme, é
composta principalmente por gordura e fornece ao organismo prote¢cdo mecanica, isolamento
térmico e controle da temperatura, além de funcionar como uma fonte de armazenamento de
energia (fig. 6) (HWA etal., 2011).
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Figura 6 — Representagdo esquematica dos componentes da pele, incluindo suas principais células e camadas.
Fonte: (BIORENDER, 2023).

Tratamentos topicos, com aplicacdo pela pele, sdo frequentemente indicados como
terapias para doengas com manifestacdes cutaneas (ANSELMO et al., 2018), como € o caso da
leishmaniose cutdnea. Durante a apresentacao clinica da LC, as lesdes podem se apresentar,

principalmente, na forma de nddulos, onde se observa alta carga parasitaria e lesdo tecidual
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discreta, ou lesdes ulcerativas, caracterizadas por um alto grau de destruicdo tecidual e com
baixa carga parasitéria no local (ESPUELAS et al., 2016). Essas lesdes podem causar sérios
danos as diferentes camadas da pele, com perda da epiderme ou de parte dela, o que altera ou
elimina a fungéo do estrato corneo de atuar como barreira de protecao (fig. 7) (CARNEIRO et
al., 2012; VAN BOCXLAER et al., 2016a). Nesse sentido, na auséncia dessas camadas, muitos
tratamentos aplicados topicamente podem ter a sua absor¢do aumentada, especialmente drogas
de carater hidrofilico (CARNEIRO et al., 2012; VAN BOCXLAER et al., 2016a). Uma vez
que as manifestacdes clinicas da LC podem variar e que 0os macrofagos contendo os parasitos
de Leishmania internalizados encontram-se, principalmente, na derme, os sistemas de entrega
de farmacos aplicados por via topica devem ser capazes de penetrar nas camadas dérmicas mais
profundas, auxiliando na re-epitelizacao das les6es ulceradas, mas também devem ser capazes
de contribuir para o reparo da barreira em diferentes situacGes (pele intacta, parcialmente ou
totalmente danificada) (fig. 7) (CARNEIRO et al., 2012; VAN BOCXLAER et al., 2016a).
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Figura 7 - Diagrama esquematico das possiveis condi¢des da pele durante a leishmaniose cutanea.
Fonte: Adaptado de (CARNEIRO et al., 2012).

Ao contrario de medicamentos aplicados por via parenteral, como os antimoniais
pentavalentes, a aplicacdo de medicamentos por via tdpica apresenta como principais vantagens
a baixa ocorréncia de efeitos colaterais, facilidade de administracéo, reducéo da relagéo risco-
beneficio e baixo custo (CARNEIRO et al., 2012; DE MENEZES et al., 2015c; ESPUELAS
et al., 2016; VAN BOCXLAER et al., 2016a). Além de ndo ser invasivo, 0 tratamento por via
topica apresenta como vantagens ser de facil aplicacéo, podendo ser feita pelo proprio paciente
em tratamento, e ser indolor, 0 que, em conjunto, pode aumentar a adesdo dos pacientes ao
tratamento, reduzir as taxas de abandono da terapia e, com isso, as falhas terapéuticas (HWA
etal., 2011; ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014; ESPUELAS et al., 2016; VAN BOCXLAER
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et al., 2016a; ANSELMO et al., 2018). Adicionalmente, esses tratamentos sdo considerados
sistemas de entrega localizada de medicamento e, portanto, os farmacos aplicados por essa via
ndo sofrem degradacdo gastrica nem metabolizacéo por via hepatica, reduzindo drasticamente
as chances de ocorréncia de efeitos colaterais e/ou toxicidade sistémica (ANSELMO;
MITRAGOTRI, 2014; ANSELMO et al., 2018). Ademais, a utilizacdo de bases semissolidas,
como hidrogéis, para aplicacdo de medicamentos por via topica adicionam a este tipo de
tratamento a vantagem de permanecer durante um longo periodo na superficie da pele apds a
aplicacdo, permitindo uma liberacdo sustentada do principio ativo ao longo do tempo, que
contribui também para evitar a toxicidade sistémica e local (ANSELMO et al., 2018).

Os tratamentos tdpicos, apesar de facilitarem o acesso dos pacientes aos medicamentos,
pode apresentar algumas desvantagens como o0 uso incorreto pelos pacientes (devido a
autoaplicacdo nao acompanhada por profissionais), a taxa de absorcdo varidvel, que é
dependente da condicdo da pele, da localizagédo da lesédo no corpo e das barreiras da pele que
esses medicamentos precisam atravessar, em alguns casos (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014;
ESPUELAS et al., 2016; ANSELMO et al., 2018). Idealmente, para o desenvolvimento de
tratamentos aplicados por via tdpica, podem ser necessarios parametros como alto poder de
penetracdo (entrada em uma camada particular da pele), de permeacdo (passagem do
medicamento de uma camada para outra, estruturalmente diferente da anterior) e/ou de absor¢éo
(captacdo do farmaco pelo plexo vascular para distribuicdo sistémica (HWA et al., 2011).
Assim, o desenvolvimento de um tratamento topico para a leishmaniose cutanea deve ser capaz
de (i) atravessar as diferentes barreiras da pele, (ii) de forma ndo toxica para estas células, e ser
capaz de (iii) eliminar os macrofagos infectados e/ou as amastigotas intracelulares de forma
seletiva, (iv) reduzindo também a inflamag&o observada em lesGes ulceradas da leishmaniose
cutanea e (v) auxiliando na re-epitelizacdo do tecido.

Apesar de, nas ultimas décadas, muitas formulacdes terem sido desenvolvidas para
tratamento topico da LC, nenhuma delas apresentou melhoria satisfatoria, devido a ocorréncia
de alguns efeitos colaterais, como ardéncia e irritacdo da pele, e diminuicdo da eficacia do
principio ativo (VAN BOCXLAER et al., 2016a). Dessa forma, o desenvolvimento de um
tratamento que possa ser aplicado por via tdépica, com caracteristicas leishmanicida e
antiinflamatoria, que seja autoaplicavel pelos individuos acometidos, pode ser uma importante
ferramenta na melhora do quadro clinico do paciente acometido pela LC, reduzindo a
estigmatizacdo e, consequentemente, melhorando o cenario atual de tratamentos para essa

doenca.
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Recentemente, em estudo realizado por nossa equipe, foi proposto pela primeira vez o
uso do 17-DMAG no tratamento de modelo murino de LC, com aplicacdo por via topica,
impregnado em membrana de celulose bacteriana (AMORIM, 2021). Devido ao potencial
leishmanicida e antiinflamatorio do 17-DMAG, acreditamos que ele pode ser utilizado para
aplicacdo por via topica no tratamento da LC, incorporado em base semissolida de hidrogel
[sistema de rede tridimensional, frouxamente reticulada, formada a partir da hidratacdo de
grupos hidrofilicos presentes no polimero de sua composi¢do (CARPI, 2011; HRUBY et al.,
2008; JAGUR-GRODZINSKI, 2010; OKAY, 2009)], como tratamento Unico ou associado a
um tratamento aplicado por via sistémica. A nossa hipotese é que a aplicagdo do 17-DMAG por
via tdépica no tratamento pode auxiliar no controle da infec¢do causada por L. braziliensis

eliminando os parasitos no local da lesdo e acelerando o processo de cicatrizacao das lesdes.

2.7 NANOMEDICAMENTQOS

Apesar de ndo haver um consenso na literatura do limite maximo de tamanho para
particulas serem consideradas “nanoparticulas”, no inicio elas foram classificadas com tamanho
até 1000 nm mas, atualmente, a maioria dos estudos as definem como sendo materiais com
variacdo de tamanho, em escala nanométrica, de 1 a 100 nm (ZHANG et al., 2008; Lopez-
SERRANO et al., 2014; Ll et al., 2017; JEEVANANDAM et al., 2018; APOLINARIO et al.,
2020; UTREJA et al., 2020). Entretanto, de acordo com a agéncia de regulacao de alimentos e
drogas dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and Drug Administration), um material pode
ser considerado nanoparticula se apresentar propriedades fisicas, quimicas e/ou bioldgicas
atribuiveis ao seu tamanho em nanoescala, até 1000 nm (APOLINARIO et al., 2020). A figura
8 mostra a escala considerada nanométrica, em comparagdo com outros componentes menores

e maiores, encontrados nos sistemas vivos, como células e biomoléculas.
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Figura 8 — Escala nanométrica utilizada para definir nanoparticulas, comparativamente a outras estruturas
integrantes dos sistemas vivos.
Fonte: Adaptado de (APOLINARIO et al., 2020).

Quando o conceito de nanoparticulas é aplicado nas diversas areas do campo da
medicina, geralmente com aplicacfes em diagnéstico ou terapia, sdo utilizados os termos
“nanomedicina” e “nanomedicamentos”, que constituem areas crescentes de estudos nas
ultimas décadas e vém revolucionando o cuidado com a saiude (ZHANG et al., 2008;
KRUKEMEYER et al., 2015; WOLFRAM et al., 2015; SINGH et al., 2019; UTREJA et al.,
2020). A nanomedicina comecou a ser pesquisada na década de 1990 quando, ap0s a invencéao
de microscdpios inovadores, no inicio do século 20, percebeu-se que a nanotecnologia poderia
ser utilizada na medicina e farmacologia (KRUKEMEYER et al., 2015). Apesar de alguns
nanomateriais serem utilizados na separacdo de virus desde o inicio do século 19, somente
depois da invencdao de instrumentos capazes de tornar visivel essas estruturas surgiu a expressao
“nanotecnologia” (KRUKEMEYER et al., 2015). Na verdade, os nanomateriais séo usados ha
muito mais tempo, como é relatado desde o século 4 a.C., quando ja existiam materiais com
coloragbes em objetos que hoje sdo atribuidas a presenca de nanoparticulas de ouro e prata
dispersas em forma coloidal (APOLINARIO et al., 2020). Assim, a nanomedicina vem
recebendo importante destaque nas ltimas décadas, sendo considerada a “ciéncia chave” do
século (KRUKEMEYER et al., 2015). Os sistemas baseados em nanoparticulas apresentam

como principais vantagens alta seguranga, eficécia, especificidade de alvo (direcionamento de
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farmacos), biocompatibilidade, biodisponibilidade, biodegradabilidade e reduzida toxicidade,
qguando comparados aos sistemas tradicionalmente utilizados na entrega de medicamentos
(ZHANG et al., 2008; FORMIGA et al., 2009; YILDIRIMER et al., 2011; Lin, 2015;
UTREJA et al., 2020). Essa ultima caracteristica pode ser atribuida a protecdo fornecida pelas
nanoparticulas as moléculas encapsuladas, chamadas de “carga util”, que permite a liberagao
sustentada e controlada do composto ao longo de um tempo determinado, caracterizando 0s
nanomedicamentos como sistemas de liberacao controlada de farmacos (ZHANG et al., 2008;
FORMIGA et al., 2009; YILDIRIMER et al., 2011; LOPEZ-SERRANO et al., 2014;
WOLFRAM et al., 2015; LI et al., 2017). Adicionalmente, nanoparticulas podem carrear duas
ou mais drogas simultaneamente, promovendo uma terapia combinada que gera um sinergismo
de efeitos e evita a ocorréncia de casos de resisténcia (ZHANG et al., 2008). Além disso, o
direcionamento para tecidos especificos, reduz a dose necessaria para se observar eficacia no
tratamento e contribui para a reducgéo dos efeitos colaterais (WOLFRAM et al., 2015). Dessa
forma, enquanto medicamentos tradicionais precisam ter muitas administracbes para que o
nivel plasmatico permaneca dentro da faixa de efetividade ao longo do tempo, o0s
nanomedicamentos conseguem manter essa concentragdo terapéutica com apenas uma ou
poucas aplicacdes, evitando grandes oscilagdes entre os niveis sub-terapéutico e tdxicos, devido
a sua caracteristica intrinseca de liberacdo controlada (fig. 9) (DE LYRA et al., 2007; ZHANG
et al., 2008; FORMIGA et al., 2009; LI et al., 2017; APOLINARIO et al., 2020).
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Figura 9 — Administracdo de farmacos e nivel plasmatico do principio ativo quando administrado por sistemas
convencionais de entrega ou por nanomedicamentos.
Fonte: Adaptado de (DE LYRA et al., 2007).

As caracteristicas fisicas das nanoparticulas, como formato, tamanho e grande area de
superficie com baixo volume, as tornam sistemas de entrega de medicamentos melhores do que
0s sistemas convencionais (SALATA, 2004; ZHANG et al., 2008; WOLFRAM et al., 2015;
UTREJA et al., 2020). Outras caracteristicas, como alta solubilidade, elevado tempo de meia
vida na circulacdo e propriedades imunogénicas, auxiliam no potencial quimioterapico de
medicamentos cuja utilizacdo € limitada por caracteristicas como hidrofobicidade, répida
biodisponibilizagdo do principio ativo ou presenga de agentes toxicos estabilizantes (SALATA,
2004; ZHANG et al., 2008; WOLFRAM et al., 2015; UTREJA et al., 2020). Nanoparticulas
formam mais frequentemente estruturas esféricas, o que facilita a captacdo por celulas, mas

outros formatos, como cilindrico e achatado, também podem ser elaborados (SALATA, 2004).



60

A figura 10 mostra os principais nanosistemas que sdo utilizados para fins terapéuticos, como
lipossomas, dendrimeros, nanotubos de carbono, hidrogel e nanoparticulas poliméricas, o0s
quais podem ser aplicados por diferentes vias, como intravenosa, intraperitoneal, pulmonar,
oral ou tdpica (transdermal) (YILDIRIMER et al., 2011; WOLFRAM et al., 2015; SINGH et
al., 2019; UTREJA et al., 2020).

Polimeros s&o definidos como compostos quimicos formados por muitas repetices de
subunidades, chamados monémeros, que podem existir em formato de cadeia ou ramificacGes
(ZHANG; ZHANG , 2017). Para os nanomedicamentos formados por particulas poliméricas,
foco do presente trabalho, os mais frequentemente estudados na literatura utilizam como
materiais o chitosan, alginato de sodio, acido poli-latico (PLA), acido poli-latico co-glicélico
(PLGA) ou policaprolactona (PCL) (FORMIGA et al., 2009; UTREJA et al., 2020). Polimeros
sintéticos biocompativeis e biodegradaveis sdo preferenciais aos de origem animal ou vegetal
pelo risco que esses ultimos oferecem de causar infec¢des e imunidade induzida ndo esperadas
(FORMIGA et al., 2009). Os polimeros sdo utilizados, principalmente, em casos que 0
composto livre apresenta limitacdes como curta meia-vida, o que requer a necessidade de
multiplas aplicacbes, e/ou inespecificidade do alvo, que leva ao aparecimento de efeitos
colaterais (ZHANG et al., 2008; FORMIGA et al., 2009). E importante ressaltar que tanto
moléculas hidrofobicas tdéxicas, como hidrofilicas sdo encapsuladas em nanoparticulas
poliméricas, objetivando direciona-las a alvos especificos ou para proteger seu principio ativo
de rapida degradacdo (FORMIGA et al., 2009). Os farmacos encapsulados em nanoparticulas
poliméricas geralmente séo apresentados adsorvidos na superficie do polimero ou encapsulado
no seu interior, estando o polimero em forma de miscela, nanoesfera ou nanocéapsula (DE
LYRA et al., 2007; Li et al., 2017; SENAPATI et al., 2018). Diferentes sistemas de entrega
poliméricos podem ser formados, alguns dos quais sdo mostradas no destaque da figura 10. As
caracteristicas estruturais do sistema polimérico formado depende do polimero utilizado e das
interacOes estabelecidas entre ele, a molécula encapsulada e 0 meio externo (LUCKY et al.,
2015; SENAPATI etal., 2018; SINGH et al., 2019).
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Figura 10 — Principais nanoestruturas utilizadas como sistemas de entrega de medicamentos, com destaque para
as formulagdes poliméricas possiveis.
Fonte: Adaptado de (LUCKY et al., 2015; SENAPATI etal., 2018).

Sistema de entrega de drogas tem sido amplamente estudados no desenvolvimento de
novos medicamentos nas Ultimas décadas (CHAVEZ-FUMAGALLIet al., 2015). O Doxil,
primeiro nanomedicamentos aprovado para utilizagdo em seres humanos, em 1995, foi baseado
na eficécia similar ao composto livre, a desoxirrubicina, com menor toxicidade para pacientes
com sarcoma de Kaposi e AIDS (WOLFRAM et al, 2015). As pesquisas com
nanomedicamentos cresceram substancialmente nas ultimas quase trés décadas, com mais de
150 empresas desenvolvendo terapias em nanoescala, concentrando-se, principalmente, nas
areas de diagndsticos, terapia contra o cancer, desordens neurologicas, diabetes, alergia e

doencas infecciosas causadas por microrganismos (ZHANG et al., 2008; FORMIGA et al.,
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2009; WOLFRAM et al., 2015; Li et al., 2017; UTREJA et al., 2020). Até 2007, 24 produtos
terapéuticos baseados em nanotecnologia foram aprovados para uso clinico em seres humanos,
além de muitos outros em testes pré-clinicos e ensaios clinicos, tendo como principais materiais
mais utilizados, os lipossomas e polimeros que, juntos, corresponderam a mais de 80% dos
nanomedicamentos (ZHANG et al., 2008). Dentre os nanomedicamentos aprovados para uso
em humanos, que usam a plataforma dos lipossomas estdo a AmBisome (tratamento de
infeccbes por fungos e protozoarios, incluindo Leishmania) e Estrasorb (para terapia da
menopausa), e, dentre os que usam a plataforma dos polimeros, estdo o Copaxone (para
tratamento de esclerose multipla) e Pegasys (para tratamento de hepatites B e C) (ZHANG et
al., 2008).

As nanoparticulas podem entrar nas células por diferentes vias, de acordo com o
formato, tamanho, aspecto e carga da superficie da particula (ZHANG et al., 2009;
APOLINARIO et al., 2020). Dentre as vias de captacio conhecidas estdo a entrada passiva,
endocitose mediada por clatrina ou caveolina, macropinocitose e fagocitose (fig. 11) (ZHANG
et al., 2009; APOLINARIO et al., 2020). Devido ao tamanho das nanoparticulas, nos sistemas
vivos, elas sdo rapidamente captadas por células do sistema fagocitico mononuclear, o que as
coloca como sistemas vantajosos para o direcionamento de farmacos para células deste grupo
como, por exemplo, os macréfagos (FORMIGA et al., 2009). Dessa forma, o uso de sistemas
de liberagdo controlada utilizando nanoparticulas constitui uma das abordagens possiveis para
o tratamento alternativo ou associado das leishmanioses, superando as limitac6es apresentadas
pelos medicamentos atualmente utilizados, como reacbes adversas (DE MENEZES et al.,
2015b).

Diversos trabalhos vém demonstrando o potencial do uso de nanoparticulas,
principalmente lipidicas e poliméricas, para carreamento de moléculas leishmanicidas,
buscando melhorar o cenario atual dos tratamentos utilizados e, consequentemente, a qualidade
de vida dos pacientes acometidos pela doenca (GUTIERREZ et al., 2016; SHAHCHERAGHII,
2016; AKBARI et al., 2017; DE SOUZA et al., 2018). Alguns nanomedicamentos foram
descritos como tendo potencial leishmanicida aumentado, com menos efeitos colaterais e
menos falhas no tratamento que o composto livre, como a Anfotericina B em lipossomas
(AmBisome), em PLGA ou PCL, alem da primaquina, a pentamidina e a atovacuona
encapsuladas em PLA (FORMIGA et al., 2009; DE MENEZES et al., 2015b). Alem disso,
diversos trabalhos tém demonstrado que o encapsulamento de medicamentos ja utilizados no
tratamento da leishmaniose em nanoparticulas, apresentaram aumento do potencial

quimioterapico e diminuicdo da toxicidade, como: (i) pentamidina, em polimeros PLA ou
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PLGA (DURAND et al., 1997; VALE et al., 2019), (ii) miltefosina, em polimeros PLGA-PEG
(KUMAR et al., 2016), (iii) antimoniais pentavalentes, em polimero propilenoglicol (PG), para
utilizacdo por via oral, ou em lipossomas, para aplicacao por via topica (FERNANDES et al.,
2013; KALAT et al, 2014; LANZA et al., 2016; MOOSAVIAN et al., 2019), (iv)
paromomicina, em nanogel, para aplicacdo por via topica (BRUGUES et al., 2015) e (v) a
anfotericina B, em lipossomas, polimeros, nanoparticulas poliméricas conjugadas a proteinas,
dendrimeros, micelas, ciclodextrina, lipopolimerossomas, entre outros, para aplicacdo
intravenosa, oral ou topica (RUIZ et al., 2014; KUMAR et al., 2015; SERRANO et al., 2015;
VARIKUTI et al., 2017; AMMAR et al., 2019; LANZA et al., 2019).
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Figura 11 — Influéncia do tamanho, formato e aspecto da superficie de nanoparticula nas vias possiveis de entrada

em células. )
Fonte: Adaptado de (APOLINARIO et al., 2020).

Para os inibidores da Hsp90, principalmente 17-AAG e 17-DMAG, alguns estudos tém
sido realizados utilizando nanoparticulas, principalmente formadas por polimeros como PLGA,
PCL e PEG, para otimizar o tratamento contra diferentes tipos de cancer (GHALHAR et al.,
2014; LIN et al.,, 2016; MELLATYAR et al.,, 2014, 2016, 2018). As vantagens do
encapsulamento de inibidores da Hsp90 no tratamento de infecgdes causados por parasitos
foram avaliadas por nosso grupo, onde foi mostrado que o encapsulamento do 17-AAG em
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lipossomas causou reducdo do crescimento da cultura axénica de L. amazonensis, reducdo do
percentual de células infectadas e do nimero de amastigotas intracelulares em macrofagos
infectados, in vitro, em concentragdes ndo tdxicas para as células hospedeiras e de maneira mais
pronunciada que o composto na sua forma livre (PETERSEN et al., 2018). Em conjunto com
0os dados da literatura, os resultados obtidos por nosso grupo evidenciam o potencial
quimioterapico de inibidores da Hsp90, tanto 17-AAG quanto 17-DMAG, no tratamento da
infeccdo por Leishmania spp. tanto na sua forma livre, quanto nanoencapsulados.

Em suma, o presente trabalho visa a avaliacdo do efeito do 17-DMAG, quando aplicado
por via intraperitoneal ou tdpica, no controle da infeccdo de camundongos BALB/c por L.
braziliensis. Acreditamos que a elaboracdo de um medicamento aplicado por via tdpica,
diretamente sobre as lesdes causadas pela infeccdo por Leishmania sp., levara a uma maior
aderéncia ao tratamento por parte dos pacientes, uma vez que estes podem aplicar o
medicamento em si mesmos, sem a necessidade de deslocamento para unidades de salde para
aplicacbes por vias invasivas. Adicionalmente, objetivamos produzir nanoparticulas
poliméricas de PLGA contendo o 17-DMAG para futura avaliacdo do efeito anti-Leishmania,
com aplicacdo por via intraperitoneal ou topica, como tratamento Unico ou associado ao
Glucantime®, no controle da infeccdo in vitro e in vivo por L. braziliensis. Devido as vantagens
apresentadas pelos sistemas de liberacdo controlada, hipotetizamos que o encapsulamento do
17-DMAG poderd diminuir a ocorréncia dos efeitos adversos observados no tratamento
prolongado com o composto em sua forma livre, por via sisttmica, em modelo murino, sendo

uma importante inovacdo aplicada no tratamento da leishmaniose cutanea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial quimioterapico do 17-DMAG, utilizando diferentes abordagens

terapéuticas, no controle da infeccéo in vitro e in vivo por Leishmania braziliensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o efeito do 17-DMAG, aplicado por via intraperitoneal, no controle da
infeccdo experimental em modelo murino por Leishmania braziliensis;

- Avaliar o potencial quimioterapico do 17-DMAG, aplicado por via tdpica, no controle da
infeccdo experimental em modelo murino por Leishmania braziliensis;

- Produzir e caracterizar nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo o farmaco 17-
DMAG.
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4 CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DO EFEITO LEISHMANICIDA DO 17- DMAG, APLICADO
POR VIA INTRAPERITONEAL, EM CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS POR
Leishmania braziliensis.

1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais, consideradas negligenciadas,
consideradas endémicas em 98 paises, cujo agente etiolégico sdo parasitos do género
Leishmania (MASMOUDI et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016a; WHO, 2021). Essas
doencas podem ser divididas em duas principais formas clinicas: a leishmaniose visceral,
caracterizada por alta parasitemia em 6rgdos internos, como baco e figado, e a leishmaniose
tegumentar, que atinge, de forma localizada ou disseminada, regibes da pele, causando
estigmatizacdo e absenteismo dos pacientes (WHO, 2021).

Os tratamentos atualmente aplicados para pacientes com leishmaniose incluem, como
drogas de primeira linha os antimoniais pentavalentes e, como tratamentos alternativos ou
associados, pode ser recomendado o uso de anfotericina B (desoxicolato ou lipossomal),
pentamidina e miltefosina (DE MENEZES et al., 2015c; WHO, 2021). Entretanto, todos esses
tratamentos apresentam alguma limitacdo ao uso, que podem incluir a via de administracdo
invasiva, longos ciclos de tratamento e/ou o elevado custo (DE MENEZES et al., 2015¢; WHO,
2021). Em conjunto, essas limitacdes contribuem para o abandono do tratamento pelos
pacientes e evidenciam a necessidade da busca por novos alvos terapéuticos e farmacos que
melhorem este cenario.

Na tentativa de buscar novos alvos terapéuticos, nosso grupo vem estudando o potencial
quimioterapico de inibidores da Hsp90 no controle da infeccdo por Leishmania. Em estudos
anteriormente publicados, foi demonstrado que diferentes inibidores da Hsp90, como a
geldanamicina, o 17-AAG e o 17-DMAG apresentam efeito leishmanicida, em concentracdes
que néo toxicas para células de linhagem monocitica humana (THP-1) (Palma et al., 2019).
Adicionalmente, estudos realizados por nosso grupo mostraram que o tratamento com o 17-
AAG ¢ eficaz no controle in vitro e in vivo da infecgdo por L. amazonensis e L. braziliensis,
respectivamente (Petersen et al., 2012a; SANTOS et al., 2014a). Entretanto, nesses estudos foi
observado que 0 17-AAG é capaz de reduzir a carga parasitaria na orelha dos animais tratados,

em comparagdo com o grupo controle, mas ndo no linfonodo drenante desses animais
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(SANTOS et al., 2014a). Para superar essa limitagcdo, nosso grupo deu enfoque ao estudo do
17-DMAG, anélogo hidrossoltvel do 17-AAG e com melhores propriedades farmacocinéticas
(Egorin et al., 2002a; Sausville, 2004; Whitesell and Lin, 2012a).

Em dados prévios obtidos por nosso grupo foi mostrado que o 17-DMAG, quando
aplicado por via intraperitoneal na dose de 20 mg/kg/dia é eficaz no controle da infeccéo de
camundongos BALB/c por L. braziliensis (dados ndo publicados). Adicionalmente, foi
observado que este tratamento levou a reducéo da producéo de citocinas proinflamatorias, como
IFN-y e TNF (dados ndo publicados). Em conjunto, esses dados mostram o potencial
leishmanicida e antiinflamatorio do 17-DMAG, que sdo vantajosos na busca de tratamentos
para a leishmaniose tegumentar. Entretanto, apds tempos prolongados de tratamento, 0s animais
submetidos ao tratamento com este farmaco comecaram a exibir caracteristicas de toxicidade
como apatia, perda de peso e secrec¢des oculares purulentas (dados ndo publicados).

Diante deste cenario, o 17-DMAG estd sendo apontado como um potencial
quimioterapico para o tratamento da leishmaniose tegumentar, necessitando de ajustes no
esquema terapéutico aplicado. Dessa forma, o presente capitulo visa a avaliacdo da eficacia do
17-DMAG, aplicado por via intraperitoneal na dose de 20 mg/kg/dia, utilizando-se tempos
curtos de tratamento (até quatro semanas) para nao haver ocorréncia de toxicidade. A nossa
hipbtese é que, quando aplicado por via intraperitoneal, o 17-DMAG ¢ eficaz no controle da
infeccdo in vivo de camundongos BALB/c por L. braziliensis, sem causar toxicidade quando
aplicado por até quatro semanas, e que apresenta caracteristicas pré-clinicas que o tornam um

composto seguro e promissor para o tratamento da leishmaniose cutanea.
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2 OBJETIVOS

v" Avaliar a toxicidade do 17-DMAG sobre macréfagos derivados de medula 6ssea
(BMMG@) in vitro;

v Avaliar o efeito do 17-DMAG sobre a viabilidade de promastigotas axénicas de L.
braziliensis, in vitro;

v Avaliar a eficécia do 17-DMAG no controle da infeccdo de BMM®@ por L. braziliensis,
in vitro;

v Avaliar a eficacia do 17-DMAG, aplicado por via intraperitoneal, no controle da
infeccdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis;

v’ Caracterizar o efeito do 17-DMAG no controle da inflamacdo em camundongos
BALB/c infectados por L. braziliensis;

v' Caracterizar o perfil do infiltrado inflamatério de camundongos BALB/c infectados por
L. braziliensis e tratados com 0 17-DMAG;

v" Verificar a ocorréncia de recidiva da infeccdo em camundongos BALB/c infectados por
L. braziliensis, apos finalizacdo do tratamento com 17-DMAG;

v Avaliar a eficacia do 17-DMAG no tratamento tardio de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Camundongos BALB/c fémeas foram fornecidos e mantidos em gaiolas no biotério do
Instituto Gongalo Moniz (IGM - FIOCRUZ / BA) com racdo e agua ad libitum e utilizados nos
experimentos ao atingir idade entre seis e oito semanas. Todos 0s procedimentos foram
realizados de acordo com os protocolos n° 007/2015 e 007/2020 aprovados pelo Comité de
Etica em Utilizagdo de Animais do Instituto Gongalo Moniz (IGM - FIOCRUZ / BA).

3.2 PARASITOS

Promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram cultivadas em meio
Schneider completo [Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich) suplementado com 50 pg/mL
de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 20% de soro bovino fetal (Gibco®)] em estufa B.O.D. a 24
°C. O crescimento da cultura axénica foi acompanhado com contagens em camaras de Neubauer
sob microscopio Optico invertido, até a sétima passagem. Ao atingir a fase estacionaria de
crescimento (concentragio maior que 108 parasitos / mL), as promastigotas foram utilizadas
para os experimentos de infecgdo in vivo. A infectividade da cepa utilizada foi mantida por
isolamento e passagens sucessivas dos parasitos em camundongos BALB/c, conforme descrito
a sequir.

Para manutencdo da cepa, mensalmente dois camundongos BALB/c foram infectados
com promastigotas axénicas em fase estacionaria de L. braziliensis. Para isso, inicialmente,
apos atingir a fase estacionaria de crescimento, foi realizada uma centrifugacéo diferencial a
125 x G por 5 min, a 4 °C, para separacao dos parasitos moveis e afilados, que permanecem no
sobrenadante apds a centrifugacdo. Em seguida, estes parasitos foram lavados com solucéo
salina (NaCl a 0,9%), seguido por centrifugacdo a 750 x G, 10 min, 4 °C por trés vezes. O pellet
foi ressuspenso em um volume de 1 mL e, apds contagem em cadmara de Neubauer, a suspensdo
foi ajustada para concentragio de 5x10° parasitos em 20 pL de solugéo salina para ser inoculada
em uma das patas traseiras de camundongos BALB/c, utilizando seringa de insulina 0,5 mL
com agulha 8,0 x 0,30 mm, 30g (PROCARD®). Apds um més de infeccdo ou quando a lesio
na pata se tornou visivel, os camundongos BALB/c foram eutanasiados com tiopental (50
mg/kg) via intraperitoneal e tiveram o linfonodo drenante removido de forma asséptica. Por

fim, este linfonodo foi macerado em um dos po¢os de uma placa de seis po¢os, em meio
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Schneider completo, utilizando o fundo de um émbolo de uma seringa, liberando assim as
células do linfonodo, incluindo macréfagos infectados, da capsula do 6rgdo. As células foram
cultivadas em meio Schneider completo e incubadas em estufa B.O.D a 24 °C por uma semana,
permitindo a liberacdo das amastigotas dos macrdéfagos e a sua diferenciacdo em formas
promastigotas, que foram mantidas em culturas axénicas com passagens sucessivas, até a sétima

passagem, conforme descrito acima.

3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA (BMM®)

Para obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMM®), inicialmente,
camundongos BALB/c foram eutanasiados com injecao intraperitoneal de tiopental (50 mg/kg)
e tiveram o0s 0ssos das patas posteriores (fémur e tibia) retirados de forma asséptica e mantidos
em solucgdo salina estéril gelada contendo 0,01 mg/mL de ciprofloxacina. Em seguida, em
ambiente estéril, as extremidades dos ossos foram removidas e a extracdo das células de medula
foi realizada através da lavagem da cavidade 6ssea com jatos de meio RPMI completo [RPMI
suplementado com 25 mM de HEPES (SIGMA), 2 g/L de bicarbonato de sddio (SIGMA), 20%
de soro bovino fetal inativado (GIBCO), 200 mM de glutamina (SIGMA) e 0,02 mg/mL de
ciprofloxacina (CLARIS)], utilizando seringa de 10 mL conectada a uma agulha de 21g ou 22g.
ApoOs esta etapa, as células foram centrifugadas a 300xG, 4 °C, por 10 min, ressuspensas €
cultivadas em placas de Petri bacteriol6gicas descartaveis (3 placas por animal) contendo 10
mL de RPMI completo suplementado adicionalmente com 30% do sobrenadante da cultura de
células de linhagem fibrobléastica L929, o qual contém GM-CSF, um fator de diferenciacéo que
permite a diferenciacao destas células em macrdfagos derivados de precursores da medula 6ssea
(BMM®). Apos 24 h, o sobrenadante das placas foi transferido para novas placas, descartando
macrofagos residentes presentes na medula, que aderiram a placa. Apds 72 h adicionais, mais
5 mL de RPMI completo contendo 30% de sobrenadante de L929 foram adicionados a cultura,
reestimulando as células a diferenciacdo. Ao final de sete dias, obtivemos os macréfagos
diferenciados.

Para utilizacdo dos macréfagos diferenciados, inicialmente, o sobrenadante das culturas
foi removido e, em cada placa, foram adicionados 5 mL de solu¢cdo EDTA a 1 mM. As placas
foram entdo incubadas em estufa a 37 °C por 5 min e, em seguida, as células aderidas foram
retiradas com jatos da mesma solucéo e centrifugadas a 300 x G, 10 min, 4 °C. Posteriormente,
essas células foram ressuspensas, contadas em camaras de Neubauer e plaqueadas de acordo

com o desenho experimental.
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3.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG SOBRE BMM®, IN VITRO

A viabilidade de BMM® apds exposicdo ao 17-DMAG, in vitro, foi avaliada em ensaio
de reducdo do Alamar blue. Para isso, inicialmente, as células foram obtidas conforme descrito
no item 3.3 e plaqueadas na concentragéo de 5x10*em placas de 96 pocos, contendo 100 pL de
meio DMEM low [DMEM low glucose (Gibco) suplementado com 22,8 mM de HEPES
(Sigma), 27 mM de bicarbonato de sddio (Sigma), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM de
Glutamina (Sigma) e 10 pg/mL de ciprofloxacino] (DMEM high completo) por poco. Apés 24
h de incubacdo em estufa a 37 °C, com 95% de umidade e 5% de CO., com as células aderidas
ao assoalho dos pocos, o meio de cultura foi substituido por 200 uL de meio DMEM low
completo fresco contendo diferentes concentracdes de 17-DMAG, variando de 50 uM a 0,024
KM, apds realizacdo de diluicdes seriadas de 1:2. Ap6s 48 h de incubagdo, foi adicionado 10%
de Alamar Blue (Invitrogen) (v/v) nos pocos e as células foram reincubadas por mais 24 h. Ao
final de 72 h de exposicdo ao composto, a leitura das placas para avaliacdo da reducdo do
Alamar Blue foi realizada utilizando espectrofotdémetro SPECTRAmMax-340PC sob

comprimentos de onda de 570 e 600 nm.

3.5 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG SOBRE PROMASTIGOTAS DE L.
BRAZILIENSIS, IN VITRO

Para avaliar o efeito do 17-DMAG sobre promastigotas de L. braziliensis, inicialmente,
0s parasitos em fase exponencial de crescimento em cultura axénica, com concentracdo entre
107 e 5x107 parasitos / mL, foram plaqueados em placas de 96 pocos na concentragdo de 4x10°
parasitos por pogo, em 100 pL de meio Schneider completo. Em seguida, foram adicionados
100 pL por poco de meio Schneider completo contendo diferentes concentracfes de 17-DMAG,
variando de 2 puM a 0,001 pM, apds realizacdo de diluicdes seriadas de 1:2. Apds 70 h de
incubacdo em estufa B.O.D. a 24 °C, foi adicionado 10% de Alamar Blue (Invitrogen) (v/v) nos
pocos e os parasitos foram reincubados por mais 2 h. Ao final de 72 h de exposi¢do ao
composto, a leitura das placas para avaliacdo da reducdo do Alamar Blue foi realizada
utilizando espectrofotdmetro SPECTRAmMax-340PC sob comprimentos de onda de 570 e 600

nm.
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3.6 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG NO CONTROLE DA INFECCAO IN
VITRO DE BMM® POR L. BRAZILIENSIS

Para avaliar a eficacia do 17-DMAG no controle da infecgdo in vitro de BMM® por L.
braziliensis, inicialmente, os macrofagos obtidos a partir de precursores de medula 6ssea de
camundongos BALB/c foram plaqueados na concentragéo de 2x10° células por pogo, em placas
de 24 pocos, contendo 1 mL de DMEM low completo e incubadas por quatro horas em estufa
a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade e, em seguida, foram lavadas trés vezes com solucéo
salina para remocdo de células ndo aderidas. Paralelamente, promastigotas de L. braziliensis
em fase estacionaria de crescimento foram submetidas a uma lavagem diferencial a 125 x G por
5 min, a 4 °C, seguida de trés lavagens com solucdo salina a 750 x G, 10 min, 4 °C.
Posteriormente, as células plaqueadas foram infectadas por L. braziliensis na proporcéo de 10:1
e reincubadas por 24 h, permitindo a internalizacdo dos parasitos. Apos 24 h, os pogos foram
lavados com solucdo salina para remocdo dos parasitos ndo internalizados e, entdo, as células
infectadas foram tratadas com diferentes concentragdes de 17-DMAG, variando de 1 pM a 1
nM, apos realizacdo de diluigdes seriadas de 1:2, em quintuplicata. Apds 72 h de tratamento, 0s
pocos foram lavados duas vezes com solucdo salina e, em seguida, 1 mL de Schneider completo
foi adicionado por poco. As placas foram entdo incubadas por 6 dias em estufa B.O.D a 24 °C,
permitindo a diferenciacdo das amastigotas viaveis nas formas promastigotas do parasito. Por
fim, as promastigotas vidveis foram contadas, de forma cega e aleatoria, em camaras de

Neubauer.

3.7 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG, APLICADO POR VIA
INTRAPERITONEAL, NO CONTROLE DA INFECCAO DE CAMUNDONGOS
BALB/C POR L. braziliensis

Para avaliar a eficacia do 17-DMAG no controle da infeccdo in vivo por L. braziliensis,
inicialmente, trinta camundongos BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram contidos e
tiveram inoculados na orelha, num volume de 10 pL de solucéo salina, 10° parasitos em fase
estacionaria, apds sucessivas lavagens, como descrito no tépico 3.2, utilizando micro-seringa
(BD Ultra-Fine™ II — 0,5 mL). Apos duas semanas de infeccéo, quando no local da inoculagéo
foi observado o aparecimento de uma papula, os animais tiveram a espessura da orelha medida
com paquimetro analdgico (Kdeppen — exatiddo + 0,1 mm) e, em seguida, foram distribuidos
em dois grupos similares em relagdo aos tamanhos de lesdo: i) o grupo tratado, que recebeu 20
mg/kg de 17-DMAG diariamente, por via intraperitoneal (a partir de uma solucéo estoque
inicial de 5 mg/mL de 17-DMAG em glicose a 5%) e ii) o grupo controle, que recebeu
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intraperitonealmente uma solucédo de glicose 5% (Isofarma Industrial Farmacéutica LTDA,
BRASIL) no volume equivalente ao do tratamento. A evolucdo da lesdo nos animais foi
acompanhada semanalmente, com mensuracgéo da espessura da orelha utilizando o paquimetro.
Além disso, foi avaliado também o aspecto clinico desses animais ao longo do tratamento. Apos
duas, quatro ou sete semanas, cinco camundongos de cada grupo foram eutanasiados com

tiopental (50 mg/kg) e tiveram orelha e linfonodo removidos para anélise histopatoldgica.

3.8 OBTENCAO DE PROMASTIGOTAS METACICLICAS DE L. braziliensis

Diferentemente do que era observado nos primeiros experimentos de infeccao in vivo, foi
observado que, ao longo de aproximadamente um ano, apés a infeccdo com promastigotas de
L. braziliensis em fase estacionaria, (i) as lesdes apareciam mais tardiamente, (ii) sem evolucéao
ao longo do tempo, permanecendo em forma de pépula, (iii) regredindo rapidamente e (iv) com
grande variabilidade nos tamanhos das lesdes entre os animais. Para superar essas limitagoes,
foi utilizada a lectina para o enriquecimento de formas metaciclicas da cultura de promastigotas
de L. braziliensis em fase estacionaria de crescimento.

Para o enriquecimento com a forma metaciclica dos parasitos, culturas de promastigotas
de L. braziliensis em fase estacionaria foram, inicialmente, submetidas a uma lavagem com
solucdo de NaCl 0,9% e centrifugadas a 750 x G, por 10 min, a 4 °C. Em seguida, o pellet
formado foi ressuspenso em 1 mg/mL de lectina (Bauhinia Purpurea Lectin - Vector
Laboratories) diluida em solucdo de NaCl 0,9%, onde os parasitos ficaram incubados por 30
min, a temperatura ambiente. Posteriormente, esses parasitos foram centrifugados a 40 x G, por
5 min a 4 °C, coletando-se, no sobrenadante obtido apos a centrifugacdo, a forma metaciclica
do parasito. Em seguida, a fracdo enriquecida com a forma metaciclica dos parasitos foi lavada
duas vezes com solucdo de NaCl 0,9% e centrifugadas a 2.760 x G, por 15 min, a 4 °C. Ap6s a
ultima lavagem, o pellet final foi ressuspenso em 1 mL de solucdo de NaCl 0,9% e os parasitos
foram homogeneizados utilizando seringa de 1 mL e agulha de insulina para desfazer rosetas.
Por fim, os parasitos foram contabilizados em camara de Neubauer e diluidos em solucéo de

NaCl 0,9% de acordo com a concentracdo de interesse para infeccdo em cada experimento.



74

3.9 AVALIACAO DO EFEITO DO 17-DMAG, APLICADO POR VIA
INTRAPERITONEAL, NO CONTROLE DA INFLAMACAO CAUSADA PELA
INFECCAO POR L. braziliensis EM CAMUNDONGOS BALB/c

Para avaliar o efeito do tratamento por via intraperitoneal com o 17-DMAG sobre a
inflamacédo causada pela infecgéo in vivo por L. braziliensis, inicialmente, trinta camundongos
BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram contidos e tiveram inoculados na orelha, num
volume de 10 pL de solucdo salina, 5x10° parasitos em fase estacionaria e enriquecidos com a
fracdo metaciclica, obtidas conforme descrito no tépico 3.4, utilizando micro-seringa (BD
Ultra-Fine™ 1II — 0,5 mL). Ap0s trés semanas de infeccdo, os animais foram distribuidos
igualmente, de acordo com a espessura da orelha, em dois grupos: (i) grupo tratado, que recebeu
17-DMAG na dose de 20 mg/kg/dia, diluido em solucdo de glicose a 5% (Isofarma Industrial
Farmacéutica LTDA, BRASIL) ou (ii) grupo controle, que recebeu apenas glicose, na dose de
20 mg/kg/dia. Os animais foram pesados diariamente e tiveram a espessura das orelhas
(infectada e contralateral) mensuradas semanalmente com auxilio de um paquimetro analdgico
(Kbeppen — exatidao + 0,1 mm). Apoés 2, 4, 7, 14 ou 28 dias de tratamento os animais foram
eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) e tiveram a orelha e linfonodo retroauricular removidos

para analise histopatologica.

3.10 CARACTERIZACAO DO PERFIL DO INFILTRADO INFLAMATORIO NOS
LINFONODOS DE CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS POR L. braziliensis
E TRATADOS COM 17-DMAG POR VIA INTRAPERITONEAL

Para caracterizar o perfil do infiltrado inflamatério nos linfonodos de camundongos
BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG por via
intraperitoneal, inicialmente, trinta camundongos BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram
contidos e tiveram inoculados na orelha, num volume de 10 pL de solugdo salina, 5x10°
parasitos em fase estacionaria e enriquecidos com a fracdo metaciclica, obtidas conforme
descrito no topico 3.4, utilizando micro-seringa (BD Ultra-Fine™ II — 0,5 mL). Apds trés
semanas de infeccdo, os animais foram distribuidos igualmente, de acordo com a espessura da
orelha, em dois grupos: (i) grupo tratado, que recebeu 17-DMAG na dose de 20 mg/kg/dia,
diluido em solug&o de glicose a 5% (Isofarma Industrial Farmacéutica LTDA, BRASIL) ou (ii)
grupo controle, que recebeu apenas glicose, na dose de 20 mg/kg/dia. Os animais tiveram a
espessura das orelhas (infectada e contralateral) mensuradas semanalmente com auxilio de um

paquimetro analdgico (Koeppen — exatiddo + 0,1 mm) e, apds 4, 7 ou 28 dias de tratamento 0s
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animais foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) e o linfonodo retroauricular removido
para caracterizacdo dos linfdcitos por citometria de fluxo utilizando o citdmetro LSR Fortessa
(BD biosciences).

Para caracterizacdo dos linfécitos, inicialmente, os linfonodos drenantes foram
macerados usando pistilo e, em seguida, os linfécitos foram centrifugados a 375 x G.
Posteriormente, as células foram contadas em c&maras de Neubauer e plaqueadas na
concentragéo de 10° por pogo, em duplicata para cada animal, em placas de 96 pogos com fundo
em U, em 200 pL de tampdo FACS [1% de SBF (GIBCO) em tampao PBS (Invitrogen) 1x,
diluido em &gua destilada]. Em seguida, a placa contendo as células foi centrifugada a 450 x G,
por 5 min, a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante dos pocos foi descartado, as células foram
ressuspensas com 200 pL de tampdo FACS por poco e centrifugadas novamente por 5 min, a
450 x G, 4 °C. Na sequéncia, 0 sobrenadante dos pocos foi descartado e as células foram
ressuspensas em 20 pL por pogo de tampédo FACS contendo o mix de anticorpos de superficie:
Anti-CD3e Pacific blue (Invitrogen), Anti-CD4 FITC (Invitrogen), Anti-CD25 Alexa Fluor 700
(Invitrogen), Anti-CD8 PE (Invitrogen) e o marcador de viabilidade celular eBioscience™
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (Invitrogen). Células em pogos adicionais foram
ressuspensas apenas com 20 pL por pogo de tampdo FACS, sem o mix de anticorpos, como
controle negativo. As células foram incubadas por 30 min, a 4 °C e, em seguida, 100 pL de
tampdo FACS foram adicionados por poco, para lavagem dos anticorpos de superficie.
Posteriormente, a placa foi centrifugada por 5 min, a 450 x G, 4 °C e, ap0s o descarte do
sobrenadante pds centrifugacdo, as células foram ressuspensas com 50 L por poco da solucédo
de fixacdo e permeabilizacdo Cytofix/Cytoperm (BD biosciences), incluindo as células néo
marcadas, e incubadas por 20 min a 4 °C. Em seguida, foram adicionados 100 pL por pogo da
solucdo Perm/Wash (BD biosciences) 1x (diluida em agua destilada) e a placa foi centrifugada
novamente por 5 min, 500 x G, a 4°C. Na sequéncia, o sobrenadante dos pocos foi descartado,
as células foram ressuspensas em 20 uL por poco de solu¢do Perm/Wash 1x contendo o
anticorpo intracelular Anti-FOXP3 APC (Invitrogen) e incubadas por 1 ha 4 °C. Para as células
ndo marcadas, foram adicionados 20 pL por poco de solugdo Perm/Wash 1x. Apo6s 1 h de
incubacgéo, foram adicionados 100 pL de Perm/Wash 1x por pogo e a placa foi novamente
centrifugada por 5 min, 500 x G, a 4°C. Por fim, o sobrenadante dos pocos foi descartado e as
células foram ressuspensas com 200 pL por poco de tampdo FACS, transferidas para tubos de

citometria e analisadas utilizando o citdmetro LSR Fortessa (BD biosciences).
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3.11 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA POR DILUICAO LIMITANTE

Para avaliacdo da carga parasitaria na orelha e linfonodo dos camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com 17-DMAG por via intraperitoneal na dose
de 20 mg/kg/dia, foi utilizado o método de dilui¢do limitante. Para isso, inicialmente, apds o
tratamento, os animais do grupo controle ou tratado foram eutanasiados com tiopental (50
mg/kg) e tiveram a orelha e linfonodo removidos de forma asseptica. Em seguida, os tecidos
foram macerados para obtencéo das células infectadas. Posteriormente, essas células foram
centrifugadas a 300 x G, 10 min, 4 °C e o pellet formado foi ressuspenso em 1 mL de meio
RPMI completo [meio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com 25 mM de HEPES (SIGMA),
2 g/L de bicarbonato de sodio (SIGMA), 20% de soro bovino fetal inativado (GIBCO), 200
mM de glutamina (SIGMA) e 0,02 mg/mL de ciprofloxacina (CLARIS)]. Apds essa etapa, 20
pL da suspensdo de cada tecido foram distribuidos, em triplicata, em placa de 96 pocos
contendo previamente 180 pL de meio Schneider completo. Por fim, foi realizada a dilui¢io
seriada, transferindo 20 pL dos trés primeiros pogos para novas triplicatas, oito vezes,
sequencialmente. As placas das diluicdes foram vedadas com parafilm e incubadas em estufa
B.O.D. O crescimento das promastigotas em cada poco foi avaliado a cada trés dias, durante
quinze dias, sendo classificado com positivo, na presenca de promastigotas, ou negativo, na
auséncia destas. Ao final do tempo de observacdo, para montar os graficos dos resultados, foi
atribuido o valor de 10 para a primeira triplicata positiva e, para 0s pogos positivos
subsequentes da diluicdo, a poténcia aumentou linearmente, isto é, 102, 10% 10* e assim

sucessivamente.

3.12 AVALIACAO DA OCORRENCIA DE RECIDIVA EM CAMUNDONGOS BALBI/c
INFECTADOS POR L. braziliensis, APOS FINALIZACAO DO TRATAMENTO COM
17-DMAG POR VIA INTRAPERITONEAL

Para avaliar a possibilidade da ocorréncia de recidiva apés finalizacdo do tratamento
com o 17-DMAG aplicado por via intraperitoneal, inicialmente, vinte camundongos BALB/c
com idade de 6 a 8 semanas foram contidos e tiveram inoculados na orelha, num volume de 10
uL de solugdo salina, 5x10° parasitos em fase estacionaria e enriquecidos com a fragdo
metaciclica, obtidas conforme descrito no topico 3.4, utilizando micro-seringa (BD Ultra-
Fine™ II — 0,5 mL). Apos trés semanas de infecgdo, os animais foram distribuidos igualmente,
de acordo com a espessura da orelha, em dois grupos: (i) grupo tratado, que recebeu 17-DMAG

na dose de 20 mg/kg/dia, diluido em solucéo de glicose a 5% (Isofarma Industrial Farmacéutica
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LTDA, BRASIL) ou (ii) grupo controle, que recebeu apenas glicose, na dose de 20 mg/kg/dia.
Os animais tiveram a espessura das orelhas (infectada e contralateral) mensuradas
semanalmente com auxilio de um paquimetro analdgico (Kdeppen — exatiddo + 0,1 mm). Apds
28 dias de tratamento cinco animais de cada grupo foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kQ)
e tiveram a orelha e linfonodo retroauricular removidos para analise da carga parasitaria por
diluicdo limitante, conforme descrito no topico 3.6. Os outros dez animais, cinco de cada grupo,
tiveram os tratamentos suspensos e foram acompanhados por 28 dias adicionais. Por fim, esses
animais foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) e tiveram a orelha e linfonodo
retroauricular removidos para analise da carga parasitaria por diluicdo limitante, conforme

descrito no topico 3.11.

3.13 AVALIACAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO TARDIO COM 17-DMAG, POR
VIA INTRAPERITONEAL, NO CONTROLE DA INFECC}AO DE CAMUNDONGOS
BALB/c POR L. braziliensis

A eficécia do tratamento tardio com 17-DMAG por via intraperitoneal foi avaliada pois
simularia melhor o tratamento aos quais 0s pacientes com leishmaniose cutanea sdo submetidos,
uma vez que eles, na maioria das vezes, buscam por ajuda médica apenas ap0s a lesdo ulcerada
estar instalada. Para isso, vinte camundongos BALB/c com idade de 6 a 8 semanas foram
contidos e tiveram inoculados na orelha, num volume de 10 pL de solugdo salina, 5x10°
parasitos em fase estacionaria e enriquecidos com a fracdo metaciclica, obtidas conforme
descrito no topico 3.4, utilizando micro-seringa (BD Ultra-Fine™ II — 0,5 mL). Ap0s cinco
semanas de infeccdo, os animais foram distribuidos igualmente, de acordo com a espessura da
orelha, em dois grupos: (i) grupo tratado, que recebeu 17-DMAG na dose de 20 mg/kg/dia,
diluido em solucéo de glicose a 5% (Isofarma Industrial Farmacéutica LTDA, BRASIL) ou (ii)
grupo controle, que recebeu apenas glicose, na dose de 20 mg/kg/dia. Os animais tiveram a
espessura das orelhas (infectada e contralateral) mensuradas semanalmente com auxilio de um
paquimetro analogico (Kdeppen — exatiddo + 0,1 mm). Apos 28 dias de tratamento 0s animais
foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) e cinco animais de cada grupo tiveram a orelha e
linfonodo retroauricular removidos para analise da carga parasitaria por diluicdo limitante,
conforme descrito no topico 3.6. Os outros cinco animais de cada grupo tiveram a orelha e

linfonodo retroauricular removidos para andlise histopatolégica.
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3.14 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS TECIDOS DE CAMUNDONGOS BALB/c
SAUDAVEIS OU INFECTADOS POR L. braziliensis E TRATADOS OU NAO COM
17-DMAG POR VIA INTRAPERITONEAL

Ap0s a remocdo, os tecidos extraidos dos animais, como orelha, baco, figado, rins e
linfonodo, foram incubados por 48 h em solugdo de formalina &cida (5% de &cido acético
glacial, 10% de formaldeido e 85% de etanol absoluto), que permite a fixacdo e manutencgéo da
integridade do tecido. Em seguida, a formalina acida foi substituida por alcool 70% e as
amostras foram enviadas para a Plataforma de Histotecnologia do IGM, onde o material foi
processado e preparado para analise. Brevemente, as amostras foram banhadas em solucéo de
eosina e, em seguida, mantidas em alcool 70% até o seu emblocamento em parafina. Apés o
emblocamento, os tecidos foram cortados com um micr6tomo e, por fim, os cortes finos e
uniformes com espessura de 3 a 4 um foram corados com hematoxilina e eosina (coloracao
HE), seguindo o protocolo da Plataforma. As analises histopatoldgicas dos tecidos foram
realizadas sob a supervisdo de Dr. Washington Luis Conrado dos Santos ou Dra. Isadora dos
SANTOS Lima, patologistas colaboradores do projeto.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Em caso de distribuicdo gaussiana dos dados foi utilizado o teste t de Student para
comparacdo entre dois grupos, ou o teste One-way ANOVA com o pés-teste de Tukey, para
comparacédo entre trés ou mais grupos. Em caso de distribuicdo ndo gaussiana, foi utilizado o
teste U de Mann-Whitney, para comparagéo entre dois grupos, ou o teste de Kruskal-Wallis,
para comparacao entre trés ou mais grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p < 0,05. As andlises estatisticas e a constru¢cdo dos graficos

serdo realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad Software Inc).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG SOBRE MACROFAGOS
DERIVADOS DE MEDULA OSSEA (BMM®), IN VITRO

A avaliacdo da toxicidade do 17-DMAG sobre BMM® mostrou que o farmaco nas
concentragOes de 50 e 25 uM causaram a morte de 100% das células e que na concentragdo de
12,5 uM foi letal para mais de 96% das células expostas (fig. 12), enquanto a partir da
concentracdo de 6,25 uM do 17-DMAG até a menor concentracdo testada (0,024 uM), foi
observado um aumento gradual da viabilidade destas células. Dessa forma, apds 72 h de
exposicao, a concentracdo capaz de causar toxicidade a 50% dos macrofagos (CCso) foi de 3,2
+ 1,06 uM (fig. 12).
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Figura 12 — Toxicidade do 17-DMAG sobre macréfagos derivados de medula éssea (BMM®), in vitro.
BMM® foram plaqueados na concentragio de 5x10* células por pogo, em placa de 96 pocos e incubados com
diferentes concentragdes do 17-DMAG, em 200 pL de meio DMEM low completo. Ap6s 48 h de exposicéo, 10%
de Alamar blue (v/v) foi adicionado aos pocos e as células foram reincubadas por 24 h adicionais. Ao final de 72
h de exposicdo ao composto, a reducao do Alamar blue nos pogos foi lida em espectrofotdmetro, nos comprimentos
de onda de 570 e 600 nm. O gréfico é representativo de cinco experimentos independentes realizados em triplicata
e 0 valor do CCs € dado pela média deles.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.2 AVALIAC,‘AO DA EFICACIA DO 17-DMAG SOBRE PROMASTIGOTAS DE L.
braziliensis, IN VITRO

A avaliacdo da eficicia do 17-DMAG sobre promastigotas axénicas de L. braziliensis
mostrou que, nas concentracgdes de 2 e 1 uM, o composto causou a morte de 93,12% e 88,66%
dos parasitos, respectivamente (fig. 13). Uma vez que o valor de CCso para BMM® foi de 3,2
KM, é importante ressaltar que a concentracdo de 2 uM € também potencialmente téxica para
0s macrofagos. A partir da concentracdo de 0,5 UM até a menor concentracdo testada (~1 nM),
todos os valores de viabilidade dos parasitos foram de quase 100% (91,24 + 4,04 %) (fig. 13).
De acordo com a média dos valores de quatro experimentos realizados de forma independente,
em triplicata, a concentracdo do 17-DMAG capaz de causar a morte de 50% dos parasitos na
sua forma promastigota (ICso) foi 674,2 £ 0,07 nM (fig. 13). Comparativamente, os resultados
mostram que 0 17-DMAG ¢é quase cinco vezes mais tdxico para promastigotas de L. braziliensis

gue para os macrofagos.
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Figura 13 — Eficacia do 17-DMAG sobre promastigotas axénicas de L. braziliensis. Promastigotas axénicas de
L. braziliensis foram plaqueados na concentracdo de 4x10° parasitos por pogo, em placa de 96 pocos e incubados
com diferentes concentragdes do 17-DMAG, em 200 pL de meio Schneider completo. Apés 70 h de exposicao,
10% de Alamar blue (v/v) foi adicionado aos pocos e os parasitos foram reincubadas por 2 h adicionais. Ao final
de 72 h de exposicdo ao composto, a reducdo do Alamar blue nos pocos foi lida em espectrofotdmetro, nos
comprimentos de onda de 570 e 600 nm. O grafico apresenta a mediana, de cada concentracdo, de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata. O valor do ICsy é dado pela média dos valores dos quatro
experimentos.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG NO CONTROLE DA INFECCAO DE
BMM® POR L. braziliensis, IN VITRO (ENSAIO DE VIABILIDADE INTRACELULAR)

O tratamento de BMM® infectados por L. braziliensis com o 17-DMAG nas
concentracdes de 1000 a 15,6 nM causou a morte de aproximadamente 100% dos parasitos,
quando comparados ao grupo controle (fig. 14). A partir da concentracéo de 7,8 nM, até a menor
concentracdo testada (0,9 nM) foi observado um aumento gradativo na viabilidade dos parasitos
(fig. 14). Dessa forma, foi possivel calcular que o valor do ICsg do 17-DMAG para amastigotas
intracelulares foi de 7,4 + 3,27 nM (média de quatro experimentos realizados em quintuplicata,
de maneira independente).

Em conjunto, os resultados dos ensaios realizados com o 17-DMAG in vitro mostram
que este farmaco é mais de 90 vezes mais eficaz contra a forma amastigota intracelular de L.
braziliensis que contra a forma promastigota. Adicionalmente, quando comparado com a
toxicidade causada sobre BMM®, foi mostrado que o 17-DMAG é quase cinco vezes mais
toxico para promastigotas axénicas de L. braziliensis e mais de 430 vezes mais toxico para

amastigotas intracelulares [indice de seletividade (IS) = 432,43].
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Figura 14 — Eficécia do 17-DMAG no controle da infec¢io de BMM® por L. braziliensis, in vitro (ensaio de
viabilidade intracelular). BMM® foram plaqueados na concentragio de 2x105 parasitos por pogo, em placas de
24 pogos, e infectados por L. braziliensis na propor¢éo de 10:1. Apés 24 h, as células infectadas foram tratadas ou
ndo com diferentes concentragfes do 17-DMAG. Ap6s 72 h de tratamento, o meio de cultura dos pogos foi
substituido por meio Schneider completo, permitindo a liberagcdo do compartimento intracelular e diferenciagéo
dos parasitos intracelulares nas formas promastigotas. Apds 6 dias de diferenciacdo, os parasitos viaveis foram
contabilizados em camara de Neubauer. O grafico é representativo de quatro experimentos independentes
realizados em quintuplicata e o valor do ICso é dado pela média deles. Teste Kruskal-Wallis, * p < 0,05, ** p <
0,005.

Fonte: Elaborado pela autora

44 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG, ~APLICADO POR VIA
INTRAPERITONEAL, NO CONTROLE DA INFECCAO DE CAMUNDONGOS
BALB/C POR L. braziliensis

Previamente, um ensaio piloto foi realizado com camundongos BALB/c infectados por
L. braziliensis e tratados com o0 17-DMAG nas doses de 20 mg/kg/dia, 30 mg/kg a cada dois
dias ou 50 mg/kg a cada cinco dias. Este ensaio mostrou que a dose de 20 mg/kg/dia se
apresentou como o melhor esquema terapéutico a ser utilizado in vivo, por causar reducdo da
espessura da orelha e do tamanho do linfonodo, sem causar mortalidade nos animais (dados ndo
publicados). O tratamento de camundongos infectados por L. braziliensis com 20 mg/kg/dia de

17-DMAG por via intraperitoneal causou uma reducdo do tamanho da leséo a partir da segunda
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semana de tratamento, quando comparado ao grupo controle (fig. 15A). A partir da quarta
semana de tratamento, até o final do experimento, houve diminuigdo intensa do tamanho da
lesdo nos animais tratados, chegando a zero a diferenca entre a orelha infectada e contralateral,
na maioria dos animais (fig. 15A). A maior diferenca do tamanho da lesdo entre 0s grupos
ocorreu na quinta semana de tratamento quando, no grupo controle, observa-se o pico do
tamanho da les&o, enquanto, no grupo tratado, ndo se observam lesGes (fig. 15A). Apos duas,
quatro ou sete semanas de tratamento foi observada reducdo da espessura da lesdo na orelha
dos animais tratados com o 17-DMAG, em comparacdo aos animais do grupo controle (fig.
15A). Apo6s duas semanas de tratamento, a média da espessura da orelha dos animais do grupo
tratado foi quase seis vezes menor que a média dos animais do grupo controle (0,085 + 0,111
mm vs 0,482 + 0,239 mm, respectivamente — Teste t ndo pareado, ** p < 0,01) (fig. 15A). Apos
guatro semanas de tratamento, essa diferenca foi mais de sete vezes menor para o grupo tratado,
em comparagao ao grupo controle (0,08 + 0,203 mm vs 0,592 + 0,415 mm, respectivamente —
Teste t ndo pareado, * p < 0,05) (fig. 15A). Por fim, apds sete semanas de tratamento, ndo foram
observadas lesbes nas orelhas dos animais do grupo tratado, tendo este grupo a mediana da
espessura da orelha igual a zero (Q1: 0,000; Q3: 0,007), enquanto, para 0s animais do grupo
controle, a mediana da espessura da orelha foi de 0,565 mm (Q1: 0,465; Q3: 0,925) e ainda
foram observadas lesdes discretas (Teste Mann-Whitney, ** p < 0,005) (fig. 15A). Ao avaliar
a area sob a curva (AUC) da diferenca do tamanho da lesdo na orelha entre 0s grupos controle
e tratado ao longo do tempo de tratamento, foi observado que a mediana da AUC referente a
espessura da lesdo nos animais do grupo tratado foi quase sete vezes menor que a dos
camundongos do grupo controle [0,28 (Q1: 0,15; Q2: 0,55) vs 1,91 (Q1: 0,31; Q2: 4,56),
respectivamente - Teste Mann-Whitney, *** p < 0,005) (fig. 15B).

Adicionalmente, a AUC da diferenca do tamanho da lesdo na orelha dos grupos controle
e tratado foi avaliada a cada ponto do tratamento, isto &, apds duas (fig. 15C), quatro (fig. 15D)
ou sete (fig. 15E) semanas de tratamento. Os resultados mostraram que, apds duas semanas de
tratamento, a média da AUC dos animais tratados foi mais de trés vezes menor que a média da
AUC dos animais do grupo controle (0,147 £ 0,097 vs 0,498 £ 0,33, respectivamente — Teste t
ndo pareado, * p < 0,05) (fig. 15C). Apesar do resultado da curva geral da espessura da leséo
ter mostrado uma reducdo intensa e gradual da les@o nos animais do grupo tratado a partir de
duas semanas de tratamento (fig. 15A), durante quatro semanas, ndo foi observada diferenca
estatistica entre a média das AUCs do tamanho das leses dos grupos tratado e controle (0,405
+ 0,213 vs 1,456 £ 1,289, respectivamente - Teste t ndo pareado, p = 0,179) (fig. 15D). No

grupo tratado durante sete semanas foi observado resultado similar aos dados observados até
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duas semanas de tratamento, onde a média da AUC dos animais tratados foi quase dez vezes
menor que a média da AUC dos animais do grupo controle (0,573 + 0,362 vs 5,193 + 1,052,
respectivamente — Teste t ndo pareado, **** p < 0,0005) (fig. 15E).
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Figura 15 — Efeito do tratamento com 17-DMAG por via intraperitoneal no desenvolvimento de lesdes em
camundongos infectados por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 10°
promastigotas de L. braziliensis em fase estacionaria e, ap6s duas semanas de infecgdo, foram tratados ou ndo com
20 mg/kg/dia de 17-DMAG durante duas, quatro ou sete semanas, por via intraperitoneal. Os resultados séo
expressos como a diferenga da espessura da orelha infectada em relacdo a contralateral. (A) Espessura semanal da
lesdo na orelha dos animais tratados ou n&o com o 17-DMAG:; (B) Area sob a curva (AUC) da espessura das lesdes
mostradas em “A” - Teste Mann-Whitney, *** p = 0,001. (C-E) Area sob a curva (AUC) da espessura da lesdo
dos animais tratados ou ndo com 0 17-DMAG ap6s duas (C), quatro (D) ou sete (E) semanas de tratamento — Teste
t ndo pareado, * p < 0,05; *** p = 0,001; **** p < 0,0005.

Fonte: Elaborado pela autora

As imagens representativas dos tamanhos dos linfonodos e aspecto das lesdes na orelha
infectada dos animais tratados ou ndo com 0 17-DMAG ao longo de sete semanas sao mostradas
na figura 16. Apdés duas semanas de tratamento com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG por via

intraperitoneal, o tamanho da lesdo da orelha (fig. 16A) e o tamanho do linfonodo (fig. 16B)
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dos animais tratados foram claramente menores em comparagao com os do grupo controle (fig.
16G e H). O mesmo pode ser observado apds quatro (fig. 16C-D; 1-J) ou sete semanas de
tratamento (fig. 16E-F; K-L), tempos em que, no grupo tratado, as les6es nas orelhas infectadas
foram quase imperceptiveis visualmente (fig. 161; K) e com diminuic&o progressiva do tamanho
do linfonodo (fig. 16J; L), em comparacdo aquelas do grupo controle (fig. 16C-D; E-F).
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Figura 16 — Imagens representativas das lesdes na orelha e dos linfonodos de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG por via intraperitoneal durante 2, 4 ou 7
semanas. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 10° promastigotas em fase estacionaria de L.
braziliensis e, ap6s duas semanas, foram tratados, por via intraperitoneal, com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG (A-F)
ou com glicose, como controle (G-L). Os animais foram eutanasiados e tiveram a orelha (A; C; E; G; I; K) e
linfonodo (B; D; F; H; J; L) removidos para analise ap6s duas (A; B; G; H), quatro (C; D; I; J) ou sete semanas de
tratamento (E; F; K; L).

Fonte: Elaborado pela autora

Quanto ao aspecto clinico dos animais, foi observado que apenas aqueles tratados com
0 17-DMAG por tempo mais prolongado (sete semanas) apresentaram sinais de toxicidade,
como desidratagdo, olhos fechados e com secrecgdo, e fezes ressecadas. Em conjunto, esses
resultados mostram que o0 17-DMAG apresenta alta eficacia para o tratamento da leishmaniose
tegumentar, porém, com toxidade quando utilizado por tempos prolongados.
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As orelhas dos animais dos grupos controlem e tratado foram removidas apds duas,
quatro ou sete semanas de tratamento e as andlises histopatoldgicas destes tecidos séo

mostrados na figura 17.

Figura 17 - Cortes histoldgicos das orelhas de camundongos infectados com L. braziliensis e tratados ou ndo
com o 17-DMAG por via intraperitoneal durante 2, 4 ou 7 semanas. Ap6s a eutandsia dos animais infectados
na orelha com 10° promastigotas em fase estacionaria de L. braziliensis e tratados (D-F) ou ndo (A-C) com 20
mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal durante duas (A e D), quatro (B e E) ou sete semanas (C e F), as
orelhas dos animais foram retiradas, emblocadas em parafina, cortadas em micrétomo e coradas com HE para
analise histopatologica.

Fonte: Elaborado pela autora
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A andlise histopatoldgica das orelhas dos animais mostrou que, em todos os tempos
avaliados, os animais do grupo controle apresentaram processo inflamatorio, variando de
moderado (fig. 17A e B) a intenso (fig. 17C), o que nao foi observado no tecido da orelha do
grupo tratado, em nenhum dos tempos avaliados (fig. 17D-F), corroborando com o aspecto das
lesbes nas orelhas dos animais, apos cada tempo de tratamento (fig. 16). Apo6s duas semanas
observou-se na orelha no grupo controle a presenca de infiltrado inflamatério composto,
principalmente, por macrofagos e linfdcitos (fig. 17A). Apos quatro semanas, a lesdo da orelha
dos animais no grupo controle foi caracterizada pela predominancia de neutrdfilos e células
mononucleadas (fig. 17B). Ao final da sétima semana de tratamento, o infiltrado inflamatério
na orelha dos animais do grupo controle apresentou células mono e polinucleadas, além de
células epitelioides (fig. 17C). Em conjunto, essas analises corroboram com o0s resultados
mostrados anteriormente (fig. 16), e indicam que, ao longo do tempo de tratamento, o0 17-
DMAG causa reducdo progressiva do processo inflamatorio no sitio da lesdo causada pela
infeccdo por Leishmania e que, a partir de duas semanas de tratamento essa inflamacao esta
ausente no local da infeccdo. Esses resultados evidenciam o potencial leishmanicida in vivo

deste farmaco, quando aplicado por via intraperitoneal.

45AVALIACAO DO EFEITO DO 17-DMAG, APLICADO POR VIA
INTRAPERITONEAL, NO CONTROLE DA INFLAMACAO CAUSADA PELA
INFECCAO POR L. braziliensis EM CAMUNDONGOS BALB/c

Uma vez que foi observado, no ensaio de tratamento intraperitoneal com o 17-DMAG
durante duas, quatro ou sete semanas, que oS animais do grupo tratado apresentavam uma
reducdo do tamanho da lesdo a partir de duas semanas de tratamento (fig. 15 e 16) e que,
histologicamente, foi observada a reducdo gradual do processo inflamatério a partir deste
mesmo tempo de tratamento (fig. 17), o efeito do 17-DMAG no controle da inflamag&o causada
pela infeccdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c foi avaliada apos 2, 4, 7, 14 e 28
dias de tratamento.

Para avaliar o estado geral dos animais frente o tratamento, eles foram pesados
semanalmente e ndo foram observadas diferengas estatisticas no peso desses animais, quando
comparado com o peso daqueles néo tratados (23,87 + 0,41 vs 23,31 + 0,32, respectivamente)

(fig. 18A e B) ao longo das quatro semanas de tratamento.
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Figura 18 - Avaliacdo do peso de camundongos infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com 20
mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal, ao longo de 28 dias. Camundongos BALB/c foram infectados
com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, ap6s trés semanas de infeccéo, foram tratados ou ndo
com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG. (A) Mensuragdo diéria do peso dos camundongos dos grupos tratado e controle.
(B) Area sob a curva do peso mostrado em “A” - Teste t ndo pareado.

Fonte: Elaborado pela autora

Em relacdo a resposta ao tratamento, apds sete dias e em todos 0s tempos seguintes
avaliados, a diferenca da espessura da orelha infectada em relacéo a contralateral foi menor que
a diferenca da espessura observada nos animais do grupo controle (fig. 19A). Apesar disso,
nesse experimento, ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos na analise da area
sob a curva (AUC) das medidas das lesdes durante o periodo do tratamento [grupo controle:
0,585 (Q1: 0,239; Q3: 1,435); grupo tratado: 0,49 (Q1: 0,22; Q3: 0,75)] (fig. 19B).

A avaliacdo da diferenca da espessura da orelha infectada, em relacdo a contralateral
nos diferentes tempos do estudo mostrou que, apo6s dois (fig. 19C e D) ou quatro dias de
tratamento (fig. 19E e F) ndo houve diferenca entre os grupos controle e tratado (dois dias:
0,0619 £ 0,013 vs 0,084 + 0,042, respectivamente; quatro dias: 0,231+ 0,158 vs 0,282 + 0,142,
respectivamente). Entretanto, apds sete dias de tratamento e em todos os tempos seguintes
avaliados, a espessura da orelha dos animais do grupo tratado foi estatisticamente menor que
dos animais do grupo controle (fig. 19G-L). ApGs sete dias de tratamento, a area sob a curva
(AUC) da espessura da orelha dos animais do grupo tratado foi duas vezes menor que dos
animais do grupo controle (0,257 + 0,202 vs 0,534 * 0,332, respectivamente - Teste t ndo
pareado, * p < 0,05) (Fig. 19G e H). Apds 14 dias de tratamento, a area sob a curva (AUC) da
espessura da orelha dos animais do grupo tratado foi 2,5 vezes menor que dos animais do grupo

controle (0,438 £ 0,344 vs 1,11 £+ 0,638, respectivamente - Teste t ndo pareado, * p < 0,05) (Fig.
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191 e J). Por fim, ap6s 28 dias de tratamento, a area sob a curva (AUC) da espessura da orelha
dos animais do grupo tratado foi mais de 5 vezes menor que dos animais do grupo controle
(0,603 £ 0,598 vs 3,295 + 0,576, respectivamente - Teste t ndo pareado, ** p = 0,005) (Fig. 19K
eL).
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Figura 19 — Efeito da aplicacéo do 17-DMAG por via intraperitoneal em tempos iniciais de tratamento de
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com
5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apos trés semanas de infeccdo, foram tratados por via
intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose, como controle, durante 2, 4, 7, 14 ou 28 dias. Os
resultados sdo expressos como a diferenca da espessura da orelha infectada em relagcdo a contralateral. (A)
Espessura semanal da lesdo na orelha dos animais tratados ou ndo com o0 17-DMAG durante 28 dias. (B) Area sob
a curva (AUC) da espessura das lesdes mostradas em “A” - Teste Mann-Whitney. (C, E, G, | e K) Espessura
semanal da leséo na orelha dos animais tratados ou ndo com o 17-DMAG durante 2 (C), 4 (E), 7 (G), 14 (I) ou 28
dias (K); (D, F, H, J e L) Area sob a curva (AUC) da espessura das lesdes mostradas em “A”, “C”, “E”, “G”, “I”
e “K”, respectivamente - Teste t ndo pareado, * p < 0,05; ** p = 0,005.

Fonte: Elaborado pela autora
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As imagens representativas do aspecto das lesdes na orelha e do tamanho dos linfonodos
dos animais tratados ou ndo com o 17-DMAG ao longo de 28 dias sdo mostradas na figura 20.
Apbs dois dias de tratamento com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal, ndo
houve diferenca entre o tamanho da leséo da orelha (fig. 20A e K) e o tamanho do linfonodo
(fig. 20B e L) dos animais tratados (fig. 20K e L), em comparagdo com os animais do grupo
controle (fig. 20A e B). Apds quatro dias de tratamento, o tamanho da lesdo na orelha dos
animais do grupo controle (fig. 20C) foi maior que no grupo tratado (fig. 20M), apesar de nédo
ter sido observada diferenca no tamanho do linfonodo entre os grupos (fig. 20D e N,
respectivamente). Apos 7 (fig. 20E, F, O e P), 14 (fig. 20G, H, Q e R) ou 28 dias de tratamento
(fig. 201, J, S e T), tanto o tamanho da lesdo na orelha (fig. 20E, G, I, O, Q e S), quanto 0
tamanho dos linfonodos (fig. 20F, H, J, P, R e T) foram menores no grupo tratado (fig. 200-T),

em comparacéao ao grupo controle (fig. 20E-J).
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Figura 20 — Imagens representativas das lesdes nas orelhas e dos linfonodos de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o0 17-DMAG por via intraperitoneal durante 2, 4,7, 14
ou 28 dias. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis e, ap6s trés semanas de infeccdo, foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-
DMAG (K-T) ou glicose (A-J), como controle. Os animais foram eutanasiados e tiveram a orelha (A; C; E; G; I;
K; M; O; Q; S) e linfonodo (B; D; F; H; J; L; N; P; R; T) removidos para analise apés 2 (A; B; K; L), 4 (C; D; M;
N), 7 (E; F; O; P), 14 (G; H; Q; R) ou 28 dias (I; J; S; T) de tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora

Adicionalmente, foi realizada a analise histopatologica das orelhas dos animais
infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG por via intraperitoneal durante
2,4, 7,14 ou 28 dias e os resultados sdo mostrados na figura 21.
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Figura 21 - Cortes histoldgicos das orelhas de camundongos infectados com L. braziliensis e tratados
ou ndo com 0 17-DMAG por via intraperitoneal durante 2, 4, 7, 14 ou 28 dias. Ap6s a eutanasia dos
animais infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e tratados (F-J) ou ndo
(A-E) com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal durante 2 (AeF),4 (Be G), 7 (CeH), 14 (D
e 1) ou 28 dias (E e J), as orelhas dos animais foram retiradas, emblocadas em parafina, cortadas em
microtomo e coradas com HE para analise histopatolégica. Aumento de 40x.

Fonte: Elaborado pela autora
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Apo6s 2 dias de tratamento foi observada uma reducdo da intensidade do infiltrado
inflamatorio no grupo tratado (fig. 21F), em comparacao com o grupo controle (fig. 21A). Além
disso, em ambos os grupos houve a predominancia de células polimorfonucleares, sendo mais
evidente no grupo controle. Ap6s 4 dias de tratamento ndo foi observada diferenca na
intensidade do infiltrado inflamatério e, tanto para o grupo controle (fig. 21B) quanto para o
grupo tratado (fig. 21G) houve predominancia da presenca de células polimorfonucleares e
linfocitos. Apds 7 dias de tratamento, observa-se uma intensa reducdo da intensidade do
infiltrado inflamatdrio no grupo tratado (fig. 21H), em comparagéo ao grupo controle (fig. 21C)
além de, no grupo controle haver muitos macréfagos e, no grupo tratado, a presenga dessas
células ter se tornado rara. De maneira similar, ap6s 14 dias de tratamento, a intensidade da
inflamacéo no grupo controle (fig. 21D) é maior que no grupo tratado (fig. 211) e observa-se a
predominancia de macr6fagos no grupo controle e a presenca rara destes no grupo tratado. Por
fim, ap6s 28 dias de tratamento, o infiltrado inflamatorio no grupo controle (fig. 21E) esta
presente de maneira difusa, com a presenca moderada de macrofagos e células
polimorfonucleares enquanto, no grupo tratado, a inflamacdo € quase inexistente no local da
infeccdo. Em conjunto, essas andalises corroboram com os resultados mostrados anteriormente,
indicando que o 17-DMAG causa reducao do processo inflamatério no sitio da lesdo causada
pela infeccdo por Leishmania a partir dos primeiros dias de tratamento e evidenciam o potencial
leishmanicida in vivo deste farmaco, quando aplicado por via intraperitoneal.

4.6 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE LINFOCITOS NOS LINFONODOS DE
CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS POR L. braziliensis E TRATADOS COM 17-
DMAG POR VIA INTRAPERITONEAL

Em razédo das diferencas na composicédo do infiltrado inflamatério observadas entre o
grupo tratado com o 17-DMAG e o grupo controle, foi realizada a imunofenotipagem de
linfocitos presentes no linfonodo desses grupos de animais, por meio da citometria de fluxo.

Inicialmente, a curva de reducdo da lesdo com o tratamento com o 17-DMAG por via
intraperitoneal foi novamente avaliada, observando-se uma reducdo na espessura da orelha dos
animais tratados, em comparacdo com o controle, apés duas (0,336 + 0,125 mm vs 0,674 £ 0,21
mm, respectivamente — Teste t ndo pareado, * p < 0,05), trés (0,11 + 0,055 mm vs 0,406 £+ 0,129
mm, respectivamente — Teste t ndo pareado, ** p < 0,005) ou quatro semanas de tratamento
[0, mm (Q1: 0,06; Q3: 0,11) vs 0,3 mm (Q1: 0,15; Q3: 0,3), respectivamente — Teste Mann-
Whitney, * p < 0,05)] (fig. 22A). Apesar disso, quando avaliada a area sob a curva (AUC) total

das espessuras das orelhas ao longo do ensaio, ndo foi observada diferenca entre o grupo
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controle e tratado (0,852 + 0,789 vs 0,565 + 589, respectivamente — Teste t ndo pareado) (fig.
22B). Adicionalmente, em concordancia com os dados obtidos no ensaio anterior, foi observado
que, ap6s quatro dias de tratamento, ndo houve diferenca na AUC da espessura da orelha dos
animais dos grupos controle e tratado (fig. 22C). Entretanto, diferentemente do observado no
ensaio anterior, ap0s sete dias de tratamento, ndo houve diferenca na AUC dos animais dos
grupos controle e tratado (fig. 22D). Por fim, como observado no ensaio anterior, a diferenca
estatistica na AUC da espessura da orelha foi confirmada entre os animais dos grupos controle
e tratado apds 28 dias de tratamento (1,118 + 0,259 vs 1,872 + 0,417, respectivamente - Teste t
néo pareado, ** p < 0,01) (fig. 22E).
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Figura 22 — Efeito do 17-DMAG na espessura da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados
por L. braziliensis apds 4, 7 ou 28 dias. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apds trés semanas de infeccdo, foram tratados por via
intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose, como controle, durante 4, 7 ou 28 dias. Os
resultados sdo expressos como a diferenga da espessura da orelha infectada em relagéo & contralateral. (A)
Espessura semanal da lesdo na orelha dos animais tratados ou ndo com o 17-DMAG durante 28 dias. (B)
Area sob a curva (AUC) da espessura das lesdes mostradas em “A” - Teste t ndo pareado. (C, D e E) Area
sob a curva (AUC) da espessura das lesdes mostradas apos 4 (C), 7 (D) ou 28 dias (E) de tratamento,
respectivamente - Teste t ndo pareado, * p < 0,05; ** p < 0,01.

Fonte: Elaborado pela autora
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As imagens representativas do aspecto das lesdes na orelha e a contagem de linfocitos
do linfonodo retroauricular dos animais tratados ou ndo com o 17-DMAG durante 4, 7 ou 28
dias semanas sdo mostradas na figura 23. Apds quatro (fig. 23A, D e G), ou sete dias (fig. 23B,
E e H) de tratamento com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal observou-se uma
reducdo no tamanho da lesdo na orelha dos animais tratados (fig. 23D e E), em comparacao
com a lesdo observada no grupo controle (fig. 23A e B), apesar da medida da espessura das
lesGes ndo ter apresentado diferenca estatistica (fig. 23C). Além disso, ndo houve diferenca no
numero de linfécitos contados no grupo tratado, em comparagdo com o grupo controle em
nenhum dos dois tempos avaliados (quatro dias: 4,79 + 2,25 x 10" / mL vs 4,97 + 2,16 x 107 /
mL, respectivamente; sete dias: 4,23 + 1,55 x 10’ / mL vs 5,77 + 1,55 x 10" / mL,
respectivamente — Teste t ndo pareado). Apos 28 dias de tratamento (fig. 23C, F e 1), a lesdo na
orelha do grupo tratado € inexistente (fig. 23F) e, no grupo controle, € persistente (fig. 23C),
apesar de ser menos evidente que nos tempos anteriormente avaliados. Adicionalmente, o
namero de linfécitos presentes no linfonodo retroauricular dos animais do grupo tratado foi
quase nove vezes menor que no grupo controle (0,988 + 0,406 x 107 / mL vs 8,68 + 2,2 x 10"/

mL, respectivamente — Teste t ndo pareado, **** p < 0,0001).
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Figura 23 — Imagens representativas das lesGes nas orelhas e contagem de linfocitos do linfonodo
retroauricular de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG
por via intraperitoneal durante 4, 7, ou 28 dias. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apds trés semanas de infec¢do, foram tratados por via
intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG (D-F) ou glicose (A-C), como controle. Os animais foram
eutanasiados e tiveram a orelha (A-F) e linfonodo (G-1) removidos para analise ap6s 4 (A; D; G), 7 (B; E; H) ou
28 dias (C; F; I) de tratamento. Teste t ndo pareado, **** p < 0,0001.

Fonte: Elaborado pela autora

A caracterizacdao imunofenotipica dos linfdcitos presentes no linfonodo retroauricular
de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG é

mostrada na figura 24.
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Figura 24 — Caracterizagdo de linfécitos do linfonodo retroauricular de camundongos BALB/c infectados
por L. braziliensis e tratados ou ndo com 17-DMAG durante 4, 7 ou 28 dias. Camundongos BALB/c foram
infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, ap6s trés semanas de infeccéo,
foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose, como controle, durante 4, 7 ou
28 dias. Os animais foram eutanasiados e os linfonodos retroauriculares foram macerados e marcados, utilizando
anticorpos especificos, para identificacdo de linfocitos T CD4 (A), T CD8 (B) ou Treg (C). As marcagdes foram
avaliadas por citometria de fluxo. (A e B) Teste Kruskal-Wallis, * p < 0,05; ** p < 0,01. (C) Teste One-way
ANOVA, *p <0,05; **p <0,01.

Fonte: Elaborado pela autora

O resultado das andlises por citometria de fluxo mostrou que, comparativamente, em
todos os tempos avaliados, tanto para o grupo controle quanto para o grupo tratado, a quantidade
de células T CD4" total identificadas (69,87 + 4,89% vs 70,89 + 4,41%, respectivamente) (fig.
24A) foi maior que a quantidade de células T CD8" (22,85 + 4,16% vs 22,12 + 3,64%,
respectivamente) (fig. 24B) e que a de células Treg [1,42% (Q1:1,09; Q3: 1,75) vs 1,1% (Q1:
0,85; Q3: 1,6), respectivamente] (fig. 24C).

Em nenhum dos tempos avaliados foi observada diferenca no percentual de células T
CD4" no grupo tratado, em comparagéo ao grupo controle (fig. 24A). Entretanto, apés 28 dias,
o percentual de células T CD4" no grupo controle foi maior que o percentual observado neste
mesmo grupo, apos sete dias [73% (Q1: 72,65; Q3: 75,25) vs 63,85% (Q1: 62,15; Q3: 66,55),
respectivamente - Teste Kruskal-Wallis, * p < 0,05] (fig. 24A). De maneira similar, no que diz
respeito as células T CD8", em nenhum dos tempos avaliados foi observada diferenca no
percentual destas células no grupo tratado, em comparacdo ao grupo controle (fig. 24B). Porém,
no grupo controle, foi observada uma reducdo no percentual destas células no 28° dia, quando
comparado ao 7° dia [19,60% (Q1: 16,58; Q3: 19,88) vs 26,9% (Q1: 25,23; Q3: 28,75),
respectivamente — Teste Kruskal-Wallis, ** p < 0,01] (fig. 24B). Para a populacéo de células T
reg, ndo foi observada diferenga no grupo controle, nos diferentes tempos avaliados (fig. 24C).
Entretanto, no grupo tratado, foi observado um aumento transitorio no percentual destas células
(fig. 24C). Ap0s 7 dias de tratamento com o0 17-DMAG houve um aumento no percentual de

células T reg, em comparacdo com o tempo de 4 dias de tratamento (2,15 + 0,98% vs 0,87 £
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0,15%, respectivamente - Teste One-way ANOVA, ** p < 0,01) e, apds 28 dias de tratamento,
é observada uma nova reducgdo neste percentual, em comparagdo com o tempo de sete dias de
tratamento (1,09 £ 0,53 vs 2,15 * 0,98%, respectivamente - Teste One-way ANOVA, * p <
0,05) (fig. 24C).

4.7 AVALIACAO DA OCORRENCIA DE RECIDIVA EM CAMUNDONGOS BALB/c
INFECTADOS POR L. braziliensis, APOS INTERRUPCAO DO TRATAMENTO COM
17-DMAG POR VIA INTRAPERITONEAL

Inicialmente, a ocorréncia da recidiva da infeccdo foi avaliada em camundongos
BALB/c infectados por trés semanas, que foram tratados com o 17-DMAG durante quatro
semanas (fig. 25C e D), e acompanhados, apés finalizacdo do tratamento, por quatro semanas
adicionais (Fig. 25E e F). A espessura da orelha dos animais do grupo tratado foi menor que a
dos animais do grupo controle apés 1 (0,493 £ 0,182 mm vs 0,617 + 0,192 mm, respectivamente
— Teste t ndo pareado, * p <0,05), 3 (0,187 £ 0,163 mm vs 0,369 + 0,215 mm, respectivamente
— Teste t ndo pareado, * p <0,05), ou 4 semanas de tratamento [0,1 mm (Q1: 0,05; Q3: 0,172)
vs 0,2 mm (Q1: 0,175; Q3: 0,23), respectivamente — Teste Mann Whitney, * p <0,05) (fig. 25A).
Apenas no tempo de 2 semanas de tratamento ndo foi observada diferenga na espessura da
orelha do grupo tratado e controle (0,422 + 0,256 mm vs 0,62 + 0,283 mm, respectivamente).
Adicionalmente, ndo foi observada diferenca estatistica quando avaliada a area sob a curva
(AUC) da espessura da orelha do grupo tratado, em comparacao com o grupo controle, ao longo
das quatro semanas de acompanhamento durante e ap6s a finalizacdo do tratamento (1,456 +
781 vs 2,156 + 759, respectivamente) (fig. 25B). Durante as quatro semanas de tratamento (fig.
25C), ndo foi observada diferenca nas AUCs referente as diferencas entre as espessuras das
orelhas dos animais do grupo tratado e as do grupo controle (1,347 + 0,707 vs 1,998 + 0,779,
respectivamente) (fig. 25D). Ap0s a interrupcao do tratamento com o 17-DMAG ndo foram
observadas diferencas na espessura das orelhas dos animais do grupo tratado, em comparacao
com o grupo controle, em nenhuma das semanas avaliadas (fig. 25E). De maneira similar, ap0s
a interrupgéo do tratamento, ndo foi observada diferenca na AUC das medicGes na orelha dos
animais do grupo tratado, em comparagdo com as do grupo controle (0,219 * 236 vs 0,317 *
0,073, respectivamente) (fig. 25F).



100

A B
1.0 Inicio do 57
tratamento x
Interrupgéo 4- °
— 0.87 do tratamento
£
£ 0.6 0 ¥ .
: 3
g1 0.4- -e- Controle 27
' (10
2 -=- Tratado L
0.2
0 T
OO U T T T T T T T I T U < o
0O 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 & &P
e ~ S (&
Semanas pos infeccao
C 10, E |10, F
Tratamento Po6s interrupgdo
0.8~ -o— Controle 5 __ 0.8 -
€ —-=- Tratado E
E 0.6+ a0 E 0.6+ -o—- Controle 4
85 71 N . g -= Tratado
Wi 0.4 S N Wi 0.4+ S .3
(@] < 2 o . (@) < 067 °
<024 <02 047
o _ 0.2+
0.0 T T T 1 0- 0.0 T 0.0-
o 1 2 3 4 \@\e \,2;50 o 1 2 3 4 (\O\Q @bo
Semanas de tratamento S «® Semanas poés interrupgéo RN

Figura 25 - Avaliagdo do efeito do 17-DMAG na espessura da lesdo na orelha de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis durante e ap6s a interrupcéo do tratamento. Camundongos BALB/c foram
infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apés trés semanas de infeccéo,
foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose, como controle, durante 28 dias.
Apos a finalizacdo do tratamento, metade dos animais foi eutanasiada e a outra metade foi acompanhada,
semanalmente, durante 28 dias adicionais. Os resultados séo expressos como a diferenca da espessura da orelha
infectada em relacdo a contralateral. (A) Espessura semanal da lesdo na orelha dos animais tratados ou ndo com o
17-DMAG durante e ap6s a finalizacdo do tratamento. (B) Area sob a curva (AUC) da espessura das lesdes
mostradas em “A”. (C) Espessura semanal da lesao na orelha dos animais tratados ou ndo com o 17-DMAG durante
o tratamento. (D) AUC da espessura das lesdes mostradas em “C”. (E) Espessura semanal da lesdo na orelha apos
a finalizacdo do tratamento com o 17-DMAG. (F) AUC da espessura das lesées mostradas em “E”. Teste t ndo
pareado.

Fonte: Elaborado pela autora

Imagens representativas das lesdes nas orelhas dos camundongos ap6s o tratamento com
0 17-DMAG e ap6ds quatro semanas de acompanhamento sem tratamento sdo mostradas na
figura 26. A partir delas, é possivel observar que, ap6s quatro semanas, 0s animais do grupo
controle (fig. 26A) apresentaram lesdes caracteristicas, com bordas elevadas e fundo necratico,
enguanto, no grupo tratado, ndo foi possivel observar lesdes do mesmo tipo (fig. 26C). Quatro
semanas apos a interrupcdo do tratamento, ndo houve diferenca no aspecto das orelhas dos

animais do grupo controle (fig. 26B), em comparagdo com o grupo tratado (fig. 26D).
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Figura 26 — Imagens representativas das lesbes nas orelhas de camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG por via intraperitoneal durante e apdés a finalizagdo do
tratamento. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis e, ap0s trés semanas de infeccdo, foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-
DMAG (C e D) ou glicose (A e B), como controle, durante quatro semanas (A e C). Ap6s a interrupgdo do
tratamento, metade dos animais de cada grupo foi eutanasiada e a outra metade foi acompanhada por quatro
semanas adicionais, sem tratamento (D) e comparados ao grupo controle ndo tratado durante todo periodo (B).
Fonte: Elaborado pela autora

A figura 27 mostra a avaliacdo da carga parasitaria na orelha e linfonodo dos animais
que ndo foram tratados durante todo o experimento, comparada com a carga naqueles que
receberam tratamento por quatro semanas e que, apés interrupcdo, foram mantidos por quatro
semanas adicionais, sem tratamento (fig. 27). Os resultados mostraram que o grupo tratado
durante quatro semanas com 20mg/kg/dia de 17-DMAG por via intraperitoneal apresentou uma
reducdo da carga parasitaria na orelha, quando comparado ao grupo controle [4 (Q1: 1; Q3:
53,5) vs 4 x 10° (Q1: 550; Q3: 3,52 x 10°), respectivamente - Teste Mann-Whitney, ** p < 0,01]
(fig. 27A). Quatro semanas apés a suspensdo do tratamento (fig. 27B), observou-se que a carga
parasitaria na orelha do grupo tratado com o 17-DMAG foi persistente e similar & observada
apos a finalizacdo do tratamento (fig. 27A), enquanto no grupo controle a carga parasitaria foi
igual a zero [7 (Q1: 1; Q3: 100) vs 1 (Q1: 1; Q3: 1), respectivamente - Teste Mann-Whitney]
(fig. 27B). Adicionalmente, foi observado que o 17-DMAG reduziu a carga parasitaria no
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linfonodo dos animais do grupo tratado a zero enquanto, no grupo controle, a carga parasitaria
se manteve persistente [1 (Q1: 1; Q3: 1) vs 1 x 10° (Q1: 8,5 x 10% Q3: 6,85 x 10%),
respectivamente - Teste Mann-Whitney, ** p < 0,01] (fig. 27C). Por fim, apesar de néo ter sido
observados parasitos no linfonodo dos animais do grupo tratado logo apés a finalizacdo do
tratamento (fig. 27C), quatro semanas apos a interrupcao do tratamento, observou-se a presenca
de parasitos no linfonodo de animais do grupo tratado, entretanto, essa carga parasitaria foi 35,7
vezes inferior aquela do grupo controle (19,6 + 18,9 vs 700 + 212,1, respectivamente) (fig.
27D).
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Figura 27 — Avaliagdo do efeito do 17-DMAG na carga parasitaria de camundongos BALB/c infectados por
L. braziliensis durante e ap6s a finalizacdo do tratamento com o 17-DMAG por via intraperitoneal.
Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e,
apos trés semanas de infeccdo, foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose,
como controle durante 28 dias. Apds a finalizagdo do tratamento, metade dos animais de cada grupo foi eutanasiada
e a outra metade foi acompanhada por 28 dias adicionais, sem tratamento. A carga parasitaria na orelha (A e B) e
linfonodo retroauricular (C e D) dos animais foi avaliada por diluigdo limitante ap6s quatro semanas de tratamento
(A e C) e ap6s quatro semanas adicionais, sem tratamento (B e D). (A, B e C) Teste Mann-Whitney, ** p < 0,01.
(D) Teste t ndo pareado, **** p < 0,0001.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.8 AVALIAC,‘AO DA EFICACIA DO TRATAMENTO TARDIp COM 17-DMAG POR VIA
INTRAPERITONEAL NO CONTROLE DA INFECCAO DE CAMUNDONGOS
BALB/c POR L. braziliensis

A eficacia do tratamento com inicio tardio utilizando o 17-DMAG por via
intraperitoneal, no controle da infeccdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis foi
avaliada e os resultados sdo mostrados na figura 28. O tratamento foi iniciado apds cinco
semanas de infeccéo, no pico do tamanho das lesdes. Os resultados mostraram que, iniciando o
tratamento com 17-DMAG tardiamente, ap0s cinco semanas de infeccdo, ndo houve diferenca
no tamanho das lesbes na orelha dos animais do grupo tratado, em comparagdo ao grupo
controle, em nenhum dos tempos de tratamento avaliados (1, 2, 3 ou 4 semanas de tratamento)
(fig. 28A). Em concordancia com esses dados, ndo foi observada diferenca na AUC das
medicdes na orelha dos animais do grupo tratado, em compara¢do com as do grupo controle
(1,682 + 0,65 vs 1,999 + 0,768) (fig. 28B).
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Figura 28 — Avaliacdo do efeito do tratamento tardio com 0 17-DMAG na espessura da leséo na orelha de
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com
5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apds cinco semanas de infeccéo, foram tratados por via
intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG ou glicose, como controle, durante 28 dias. Os resultados séo
expressos como a diferencga da espessura da orelha infectada em relacdo a contralateral. (A) Espessura semanal da
lesdo na orelha dos animais tratados ou nfo com o 17-DMAG. (B) Area sob a curva (AUC) da espessura das lesoes
mostradas em “A”. Teste t ndo pareado.

Fonte: Elaborado pela autora

Imagens representativas da lesdo na orelha e linfonodo de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados ou ndo com o0 17-DMAG, com inicio tardiamente, s&o

mostradas na figura 29.
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Figura 29 — Imagens representativas das lesdes nas orelhas de camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis e tratados ou ndo com o 17-DMAG, com inicio tardio, por via intraperitoneal. Camundongos
BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apds cinco semanas
de infeccdo, foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-DMAG (D-F) ou glicose (A-C). As
imagens das orelhas (A, B, D e E) foram obtidas no dia 0, quando se iniciou o tratamento (A e D) e no 28° dia de
tratamento. As imagens dos linfonodos foram obtidas ap6s a finalizacdo do tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora

Em concordancia com os dados das mensuracfes da espessura da orelha, as imagens
representativas das lesdes evidenciam que, no inicio do tratamento (dia 0) (fig. 29A e D), ndo
ha diferenca no aspecto das leses do grupo tratado (fig. 29A) e do grupo controle (fig. 29D).
As lesbes nas orelhas dos animais de ambos os grupos reduziram ao longo das semanas de

tratamento com o 17-DMAG ou com glicose e, apds quatro semanas de tratamento (fig. 29B,
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C, E e F) ndo foi observada diferenca no aspecto da orelha infectada dos animais do grupo
tratado (fig. 29E), em comparagéo ao grupo controle (fig. 29B). Entretanto, ao comparar 0
tamanho do linfonodo (fig. 29C e F) dos animais dos dois grupos, foi observado uma reducéo
no tamanho deste 6rgdo nos animais do grupo tratado (fig. 29F), em comparacdo com os do
grupo controle (fig. 29C).

A andlise da carga parasitaria na orelha e linfonodo dos animais tratados com o 17-
DMAG por quatro semanas, tendo iniciado o tratamento apds cinco semanas de infeccdo sdo

mostrados na figura 30.
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Figura 30 — Avaliacao do efeito do tratamento com inicio tardio utilizando 0 17-DMAG na carga parasitaria
de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados por quatro semanas com 0 17-DMAG por
via intraperitoneal. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de
L. braziliensis e, ap6s cinco semanas de infeccéo, foram tratados por via intraperitoneal com 20 mg/kg/dia de 17-
DMAG ou glicose. Apos 28 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram a orelha (A) e linfonodo
(B) removidos para anélise da carga parasitaria por diluicdo limitante. Teste Mann-Whitney, ** p < 0,01.

Apds quatro semanas de tratamento com inicio tardio utilizando o0 17-DMAG, ndo foram
identificados parasitos nas orelhas dos animais do grupo tratado, assim como ndo foram
encontrados parasitos na orelha dos animais do grupo controle (fig. 30A). Entretanto, o
tratamento tardio com o 17-DMAG durante quatro semanas foi capaz de zerar a carga
parasitaria dos animais, enquanto foi persistente no linfonodo dos animais do grupo controle [1
(Q1:1; Q3:1) vs 550 (Q1: 152,5; Q3:700), respectivamente] (fig. 30B).
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5 DISCUSSAO

No presente capitulo, avaliamos a eficacia do 17-DMAG, inibidor da Hsp90, no controle
da infeccdo in vitro e in vivo por L. braziliensis, com aplicacdo intraperitoneal. Inicialmente,
mostramos que 0 17-DMAG é mais toxico sobre L. braziliensis que sobre macréfagos derivados
de medula dssea de camundongos BALB/c, apresentando valores de indice de seletividade (IS)
de 4,75 para formas promastigotas do parasito e de 432,4 para amastigotas intracelulares.
Nossos resultados mostraram que o 17-DMAG apresenta alta eficacia na inibicdo do
crescimento axénico de L. braziliensis e no controle da infecg¢do in vitro de BMM®@ por L.
braziliensis, em concentracGes em niveis de nanomolar, muito abaixo daquelas capazes de
causar toxicidade a célula hospedeira. Efeito anti-Leishmania havia sido previamente descrito
por Palma e colaboradores (2019), que mostraram que os inibidores da Hsp90, geldanamicina,
e seus derivados sintéticos, 17-AAG e 17-DMAG, causaram a morte de 50% da cultura de
promastigotas axénicas de outra espécie do parasito causadora da forma cutdnea da
leishmaniose, L. amazonensis, em concentracdes inferiores ao CCsp contra células de linhagem
de macrofagos THP-1. Corroborando os resultados apresentados nesse estudo, Petersen e
colaboradores (2012) mostraram que o tratamento de macrofagos intraperitoneais inflamatorios
de camundongos CBA infectados por L. amazonensis com um analogo do 17-DMAG pouco
solivel em agua, 0 17-AAG, foi eficaz, em concentracdes ndo tdxicas para a célula hospedeira,
com o IS proximo de 100. Em um estudo complementar, SANTOS e colaboradores (2014)
mostraram que o tratamento in vitro de macréfagos intraperitoneais de camundongos BALB/c
com 17-AAG infectados por L. braziliensis também foi eficaz em concentragdes néo toxicas
para 0s macréfagos, com IS em torno de 20. No presente estudo, mostramos que, in vitro, 0
tratamento de macrofagos infectados por L. braziliensis com 17-DMAG revelou um IS quase
trinta vezes superior ao IS obtido em estudo anterior com o tratamento in vitro de macréfagos
infectados e tratados com 0 17-AAG (SANTOS et al, 2014). Esses dados podem ser justificados
pela maior afinidade destes inibidores com a Hsp90 da Leishmania do que com a da célula
hospedeira (Palma et al., 2019) e colocam o 17-DMAG como um candidato promissor no
tratamento da leishmaniose tegumentar.

Uma vez comprovada a baixa toxicidade e alta eficacia do 17-DMAG in vitro contra L.
braziliensis, avaliamos a sua eficacia in vivo no controle da infec¢cdo de camundongos BALB/c.
A partir de sete dias de tratamento e em todos os tempos posteriores avaliados, os animais
tratados apresentaram reducgéo da espessura da orelha, do tamanho do linfonodo e da densidade

do infiltrado inflamatorio na orelha infectada, em comparagé@o aos animais do grupo controle.
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Em conjunto, esses resultados sugerem que o 17-DMAG, aplicado in vivo por via
intraperitoneal, apresenta um perfil leishmanicida e antiinflamatério, agindo na redugdo da
lesdo caracteristica da leishmaniose tegumentar experimental. Esses resultados reforcam os
dados mostrados em trabalho realizado previamente, que mostrou que o 17-AAG, em modelo
in vivo de infeccéo por L. braziliensis, similar ao utilizado no presente estudo, é capaz de causar
reducdo da espessura da orelha dos animais infectados e tratados (SANTOS et al., 2014). No
presente trabalho, foi observada reducdo do infiltrado inflamatorio em tempos precoces,
sugerindo que o tratamento com o 17-DMAG causa reducao do recrutamento de células para o
local da infecgdo e para o linfonodo retroauricular. Além disso, é possivel que estes achados
estejam relacionados aos dados em que o tratamento de macrofagos intraperitoneais
inflamatdrios infectados por L. amazonensis com o 17-AAG causou reducdo da producédo das
citocinas proinflamatdrias IL-6 e TNF-a e da quimiocinas MCP-1 (PETERSEN et al, 2012), A
descricdo de uma acdo antiinflamatéria causada por inibidores da Hsp90, incluindo o 17-
DMAG, reforcam nossa hipdtese. Tem sido descrito que esses inibidores levam a reducéo da
inflamacao e de seus efeitos deletérios em diferentes doencas autoimunes e inflamatorias, como
aterosclerose, derrame e colite (BLANCO-COLIO et al., 2010; SHIMP et al., 2012; Qi et al.,
2014; TUKAJ et al., 2014; TUKAJ AND GRZEGORZ, 2016; UDDIN et al., 2020). Foi
sugerido que esse efeito antiinflamatorio do 17-DMAG esta relacionado a inibigdo da proteina
Hsp90 que, consequentemente, reduziria a expressao das proteinas Akt e IKK — proteinas
cliente da Hsp90 — e resultaria na reducdo da translocacdo do fator de ativacdo da via NF-xB
para 0 nucleo, culminando no bloqueio desta via de inducdo da inflamacdo (SHIMP et al.,
2012). Adicionalmente, uma vez que a resposta inflamatoria € mantida no local da leséo devido
a presenca de parasitos, ainda que com baixa carga parasitaria (MOUGNEAU et al., 2011;
SCOTT; NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017), uma alternativa € que a acdo anti-Leishmania
do 17-DMAG seja capaz de eliminar o parasito do local da infeccdo e, consequentemente,
reduzir o processo inflamatdrio secundério a ela.

Complementarmente, caracterizamos os linfocitos presentes no linfonodo retroauricular
dos animais infectados e tratados. A imunofenotipagem dos linfocitos mostrou que, tanto para
0 grupo controle quanto para o grupo tratado, houve um maior percentual de células T CD4",
seguido pelas células T CD8" e T reg, respectivamente, em todos os tempos avaliados,
resultados que corroboram com dados da literatura. Efetivamente, foi mostrado que a
subpopulacdo de linfécitos T CD4", responsavel pela producdo de citocinas e quimiocinas que
ativam e direcionam outros tipos celulares para o local da inflamacdo, é predominante no sitio
da infeccéo por L. braziliensis (SANTOS; BRODSKYN, 2014; CARVALHO et al., 2022; de



108

OLIVEIRA et al., 2023). Em nenhum dos tempos avaliados foi observada diferenca no
percentual das células caracterizadas (T CD4*, T CD8" ou T reg), entre 0s grupos controle e
tratados. Apesar disso, nossos resultados mostraram que o tratamento com o 17-DMAG causou
um aumento transitorio no percentual de células T reg apds 7 dias de tratamento, 0 que ndo foi
observado nos dias 4 e 28. As células T reg sdo descritas na infeccdo por Leishmania spp.
exercendo a funcdo de regular a inflamacgéo causada pela liberagdo de citocinas e quimiocinas
por outros subtipos celulares, como as células T CD4* e T CD8" (BELKAID et al., 2002;
PETERS; SACKS, 2006; RUIZ; BECKER, 2007; FALCAO et al., 2012). Dessa forma,
podemos especular que, no sétimo dia de tratamento, o fArmaco esteja agindo simultaneamente
por meio de uma acdo direta contra a Leishmania e, em paralelo, induzindo o aumento da
guantidade de células T reg. Essa subpopulacdo de linfécitos poderia estar regulando a
inflamacéo no local da infec¢do e auxiliando na reducéo da lesdo, que é observada a partir deste
tempo de tratamento. No 28° dia apds o tratamento, com a lesdo praticamente inexistente no
local da infecgdo, o percentual de células T reg encontra-se novamente em niveis similares ao
tempo de 4 dias. Esse achado pode ser justificado pela auséncia da lesdo e, consequentemente,
da inflamacdo no local. Para melhor caracterizar o efeito do tratamento com o 17-DMAG sobre
a resposta imune em animais infectados por L. braziliensis, novos experimentos precisam ser
realizados, ampliando as possibilidades de identificagdo de diferentes tipos celulares a partir da
imunomarcacdo de clusters differentiation, bem como a quantificacdo de citocinas e
quimiocinas produzidas por esses diferentes tipos celulares.

Avaliamos a ocorréncia de recidiva da infeccdo em animais tratados durante 28 dias
com o 17-DMAG, quatro semanas ap06s a interrupcdo do tratamento. Primeiramente,
observamos que 0s animais tratados apresentaram uma intensa reducéo na carga parasitaria da
orelha e ndo apresentaram parasitos no linfonodo, enquanto, no grupo controle, foi possivel
observar concentracdes elevadas de parasitos em ambos os tecidos apds quatro semanas. A
reducdo intensa da carga parasitaria nos animais tratados pode estar relacionada ao potencial
efeito leishmanicida do 17-DMAG, similarmente ao efeito antiparasitario descrito para modelos
animais de infeccdo por Babesia microti, Trypanosoma evansi e T. brucei e tratados com
geldanamicina, 17-AAG ou 17-DMAG (PALLAVI et al., 2010b; ROY et al., 2012; MEYER,;
SHAPIRO, 2013; GUSWANTO et al., 2018b). Apds quatro semanas da interrup¢do do
tratamento, observamos que a carga parasitaria na orelha foi similar aquela detectada ao final
das quatro semanas de tratamento diario, sem diferenca estatistica em relacéo ao grupo controle,
no qual ndo detectamos parasitos. A auséncia de parasito nesse momento apos a infeccao esta

de acordo com o modelo de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis, que apresenta
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auséncia de carga parasitaria no local da infeccdo, em tempos mais tardios, porém, com
persisténcia de parasitos no linfonodo de drenagem (DE MOURA et al., 2005; OLIVEIRA
AND BARRAL-NETTO, 2005). Apés quatro semanas da interrup¢do do tratamento,
identificamos no linfonodo drenante dos animais uma carga parasitaria estatisticamente inferior
aquele presente em animais do grupo controle, reforcando o efeito anti-Leishmania do 17-
DMAG. Esses resultados nos levam a sugerir que o 17-DMAG, durante o periodo de
tratamento, pode estar reduzindo o recrutamento das células infectadas do local da infeccédo
para o linfonodo drenante e, uma vez que o tratamento € interrompido, esse efeito seria
revertido. Apesar de ndo termos avaliado os mecanismos de migragéo celular em nosso estudo,
especulamos que o 17-DMAG estaria inibindo a migracédo das células infectadas e inflamatérias
do local da leséo para o linfonodo, similar ao seu efeito inibitorio observado sobre a migragéo
de células cancerigenas, evitando a ocorréncia de metéastase (CHEN; ZISMANOV et al.;
MOSER et al., 2007). Entretanto, estudos adicionais precisam ser conduzidos para comprovar
esta hipdtese, avaliando comparativamente a migracao e a expressao de moléculas relacionadas
a migracdo em células infectadas por L. braziliensis, como macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas, antes e ap0s tratamento com 0 17-DMAG.

Por fim, avaliamos a carga parasitaria em animais tratados ou ndo com o 17-DMAG,
comecando o tratamento apds cinco semanas de infeccao, no pico da curva da lesdo, que melhor
simula o estagio da lesdo presente em pacientes que procuram o posto de saude para iniciar um
tratamento (DE MOURA et al., 2005; OLIVEIRA; BARRAL-NETTO, 2005; UNGER , 2009).
Neste modelo de tratamento, ndo observamos diferenca na espessura da orelha entre 0s grupos
controle e tratado ao longo das quatro semanas de tratamento. Esse resultado era esperado, uma
vez que o modelo da infeccdo de BALB/c por L. braziliensis apresenta uma queda da espessura
da orelha, ap6s atingir o pico da lesdo (DE MOURA et al., 2005; OLIVEIRA; BARRAL-
NETTO, 2005). Apesar disso, a diferenca no tamanho do linfonodo dos animais do grupo
tratado, em comparagdo com o grupo controle, indica que ha reducdo da reatividade dos
linfécitos e diminuicdo do recrutamento de células inflamatérias, como discutido
anteriormente, com provavel reducdo da carga parasitaria neste 6rgdo, como foi observado nos
resultados que iniciamos o tratamento mais precocemente. Diferente dos animais do grupo
controle, com o tratamento iniciado no momento do pico da lesdo, os parasitos foram
completamente eliminados ndo somente na orelha, mas também no linfonodo dos animais
tratados com o 17-DMAG, indicando que ha uma menor chance de ocorréncia de recidiva no
inicio mais tardio do tratamento. Nossos dados estdo de acordo com MACHADO et al. (2002)

e Unger et al. (2009), que mostraram que pacientes com leishmaniose cutinea apresentando
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lesbes ulceradas, em estagio mais avancado de desenvolvimento da lesdo, apresentaram
menores taxas de falha terapéutica com antimoniais pentavalentes, comparados com aqueles
que iniciaram o tratamento em fase mais precoce de evolugdo da lesdo, apresentando apenas
nodulos ou papulas e que, adicionalmente, a terapia iniciada precocemente em pacientes com
leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis, ndo garante a cicatrizacdo das lesdes nem
previne o desenvolvimento de Ulceras nestes locais. Para investigar melhor o efeito da aplicagdo
topica do 17-DMAG no controle da infeccdo por L. braziliensis, novos ensaios serédo realizados,
com o objetivo de determinar a carga parasitaria na orelha e linfonodos drenantes em animais
tratados mais tardiamente, além de avaliar a recidiva da infec¢do ap6s quatro semanas de
interrupgdo do tratamento com 17-DMAG iniciado tardiamente.

Em conjunto, nossos dados sugerem que o tratamento com o 17-DMAG é eficaz no
controle in vitro e in vivo da infec¢do por L. braziliensis, levando a reducdo do tamanho da
lesdo causada pela infeccéo, do tamanho do linfonodo e da densidade de células no infiltrado
inflamatorio no local da lesdo. Além disso, o tratamento com o 17-DMAG promoveu um
aumento transitorio de células T reg no linfonodo dos animais, apesar de ndo ter sido observada
diferenca em comparacdo ao grupo controle. Por fim, o tratamento com este farmaco causou a
reducdo da carga parasitaria, tanto na orelha quanto no linfonodo drenante dos animais
infectados e tratados. Dessa forma, estudos adicionais sao necessarios para investigar a possivel
contribuicdo do 17-DMAG na morte celular, na modulacéo da resposta imunoinflamatéria e na
reducdo do recrutamento de células infectadas e inflamatdrias do local da leséo para o linfonodo

de drenagem no mecanismo de a¢do anti-Leishmania.
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6 CONCLUSAO
O tratamento por via intraperitoneal com o 17-DMAG na dose de 20 mg/kg/dia ¢ eficaz
no controle da infec¢éo in vivo de camundongos BALB/c por L. braziliensis, sem ocorréncia de

toxicidade quando aplicado por até quatro semanas.
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7 PERSPECTIVAS

v

v

Verificar a ocorréncia de recidiva em camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis, apés finalizacao do tratamento com inicio tardio usando o0 17-DMAG,;
Caracterizar a resposta imune de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e
tratados com 17-DMAG,;

Avaliar o efeito do 17-DMAG na migracao e na expressdo de moléculas relacionadas a
migracdo de BMM@ infectados ou ndo com L. braziliensis;

Estabelecer esquemas terapéuticos eficazes no controle da infeccdo de camundongos
BALB/c por L. braziliensis utilizando o 17-DMAG aplicado por via intraperitoneal,

associado ao 17-DMAG aplicado por via tdpica.



113

REFERENCIAS

AKHOUNDI, M. et al. A Historical Overview of the Classification, Evolution, and Dispersion
of Leishmania Parasites and Sandflies. PL0oS Negl. Trop. Dis. 10, 1-40, 2016.
doi:10.1371/journal.pntd.0004349.

Belkaid, Y. et al. CD4+ CD25+ regulatory T cells control Leishemania major persistence and
immunity. Nature, 420, 499-502, 2002. doi:10.1038/nature01199.1.

BLANCO-COLIO; L. M.; MADRIGAL-MATUTE, J., Lo, O.; Mart1, J. L. Heat shock protein
90 inhibitors attenuate inflammatory responses in atherosclerosis. 330-337, 2010.
doi:10.1093/cvr/cvq046.

CARVALHO, A. M., BACELLAR, O.; CARVALHO, E. M. Protection and Pathology in
Leishmania braziliensis Infection. Pathogens 11, 1-11. doi:10.3390/pathogens11040466.

CHEN, T. L. et al. Hsp90 inhibition increases SOCS3 transcript and regulates migration and
cell death in chronic lymphocytic leukemia. 7.

DE MENEZES, J. P. B. et al. Advances in development of new treatment for leishmaniasis.
Biomed Res. Int. 2015, 15-18. doi:10.1155/2015/815023.

DE MOURA, T. R. et al. (2005). Toward a novel experimental model of infection to study
American cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis. Infect. Immun. 73,
5827-5834. doi:10.1128/1A1.73.9.5827-5834.2005.

DE OLIVEIRA, B. C. et al. Central and Effector Memory Human CD4+ and CD8+ T Cells
during Cutaneous Leishmaniasis and after In Vitro Stimulation with Leishmania (Viannia)
braziliensis Epitopes. Vaccines 11, 2023. doi:10.3390/vaccines11010158.

EGORIN, M. J. et al. Pharmacokinetics, tissue distribution, and metabolism of 17-
(dimethylaminoethylamino)- 17-demethoxygeldanamycin (NSC 707545) in CD 2f 1 mice and
fischer 344 rats. Cancer Chemother. Pharmacol. 49, 7-19, 2002. doi:10.1007/s00280-001-
0380-8.

Falcéo, S. C., de Moura, T. R., Claréncio, J., Brodskyn, C., Barral, A., and de Oliveira, C. I.
(2012). The presence of Tregs does not preclude immunity to reinfection with Leishmania
braziliensis. Int. J. Parasitol. 42, 771-780. do0i:10.1016/j.ijpara.2012.05.006.

GUSWANTO, A. et al. 17-DMAG inhibits the multiplication of several Babesia species and
Theileria equi on in vitro cultures, and Babesia microti in mice. Int. J. Parasitol. Drugs Drug
Resist. 8, 104-111. doi:10.1016/j.ijpddr.2018.02.005.

Machado, P. et al. Early Treatment of Cutaneous Leishmaniasis « CID, 34, 15, 2002.
http://cid.oxfordjournals.org/

MASMOUDI, A et al. Old World cutaneous leishmaniasis: Diagnosis and treatment. J.
Dermatol. Case Rep. 7, 31-41, 2013. doi:10.3315/jdcr.2013.1135.



114

MEYER, K. J.; SHAPIRO, T. A. Potent antitrypanosomal activities of heat shock protein 90
inhibitors in vitro and in vivo. J. Infect. Dis. 208, 489-499,2013. doi:10.1093/infdis/jit179.

MOSER, C. et al. Blocking heat shock protein-90 inhibits the invasive properties and hepatic
growth of human colon cancer cells and improves the efficacy of oxaliplatin in p53 -deficient
colon cancer tumors in vivo. Mol Cancer Ther, 2868-2879, 2007. doi:10.1158/1535-
7163.MCT-07-0410.

MOUGNEAU, E.; BIHL, F.; GLAICHENHAUS, N. Cell biology and immunology of
Leishmania. Immunol. Rev. 240, 286-296, 2011. doi:10.1111/j.1600-065X.2010.00983.x.

OLIVEIRA, C. I. de; BARRAL-NETTO, M. O Modelo Experimental nas Infeccoes Causadas
por L. amazonensis e L. braziliensis. Gaz. méd. Bahia 1, 35-45, 2005.

PALLAVI, R. et al. Heat shock protein 90 as a drug target against protozoan infections:
Biochemical characterization of HSP90 from plasmodium falciparum and Trypanosoma evansi
and evaluation of its inhibitor as a candidate drug. J. Biol. Chem. 285, 37964-37975, 2010.
d0i:10.1074/jbc.M110.155317.

Palma, L. C. et al. A docking-based structural analysis of geldanamycin-derived inhibitor
binding to human or Leishmania Hsp90. Science. Rep. 9, 14756, 2019. doi:10.1038/s41598-
019-51239-0.

PETERS, N.; SACKS, D. Immune privilege in sites of chronic infection: Leishmania and
regulatory T cells. Immunol. Rev. 213, 159-179, 2006. do0i:10.1111/}.1600-
065X.2006.00432.x.

PETERSEN, A. L. de O. et al. (2012). 17-AAG Kills Intracellular Leishmania amazonensis
while Reducing Inflammatory Responses in Infected Macrophages. PLoS One 7, 1-12.
doi:10.1371/journal.pone.0049496.

Ql, J., et al. 17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin Attenuates
Inflammatory Responses in Experimental Stroke. 37, 1713-1718.

ROY, N; NAGESHAN, R. K.; RANADE, S.; TATU, U. Heat shock protein 90 from neglected
protozoan parasites. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 1823, 707-711,2012. doi:
10.1016/j.bbamcr.2011.12.003.

RUIZ, J. H.; BECKER, | CD8 cytotoxic T cells in cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunol.
29, 671-678. d0i:10.1111/j.1365-3024.2007.00991.x.

SANTOS, C. DA S.; BRODSKYN, C. I. The role of CD4 and CD8 T cells in human cutaneous
leishmaniasis. Front. Public Heal. 2, 1-6, 2014. doi:10.3389/fpubh.2014.00165.

SANTOS, D. M. et al. Chemotherapeutic Potential of 17-AAG against Cutaneous
Leishmaniasis Caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. PLoS Negl. Trop. Dis. 8, 2014a.
doi: 10.1371/journal.pntd.0003275.



115

SANTOS, D. M., et al. Chemotherapeutic Potential of 17-AAG against Cutaneous
Leishmaniasis Caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. PL0oS Negl. Trop. Dis. 8, 2014b.
doi:10.1371/journal.pntd.0003275.

SAUSVILLE, E. A. Geldanamycin analogs. J. Chemother. 16, 68-69, 2004.
doi:10.1179/joc.2004.16.supplement-1.68.

SCORZ; B. M., CARVALHO:; E. M.; WILSON, M. E. Cutaneous manifestations of human and
murine leishmaniasis. Int. J. Mol. Sci. 18, 2017. doi:10.3390/ijms18061296.

SCOTT, P.; NOVAIS, F. O. Cutaneous leishmaniasis: Immune responses in protection and
pathogenesis. Nat. Rev. Immunol. 16, 581-592,2016. doi:10.1038/nri.2016.72.

Shimp, S. K. et al. HSP90 inhibition by 17-DMAG reduces inflammation in J774 macrophages
through suppression of Akt and nuclear factor-kappa;B patHWA ys. Inflamm. Res. 61, 521—
533, 2012. doi:10.1007/s00011-012-0442-x.

TUKAJ, S.; GRZEGORZ, W. Anti-Hsp90 therapy in autoimmune and inflammatory diseases:
a review of preclinical studies. 213-218, 2016. doi:10.1007/s12192-016-0670-z.

TUKAJ, S. et al. Immunomodulatory effects of heat shock protein 90 inhibition on humoral
immune responses. Experimental Dermatology, 585-590, 2014. doi:10.1111/exd.12476.

UDDIN, M. A.et al. Medicine in Drug Discovery Effects of Heat Shock Protein 90 Inhibition
In the Lungs. Med. Drug Discov. 6, 100046. doi:10.1016/j.medidd.2020.100046.

UNGER, A. et al. Association of Treatment of American Cutaneous Leishmaniasis Prior to
Ulcer Development with High Rate of Failure in Northeastern Brazil. Am J Trop Med Hyg
80, 574-579, 20009.

WHITESELL, L.; LIN, N. U. HSP90 as a platform for the assembly of more effective cancer
chemotherapy. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 1823, 756-766, 2012.
doi:10.1016/j.bbamcr.2011.12.006.

WHO. Weekly epidemiological record. PL0oS Negl. Trop. Dis. 4, 73-80, 2021. Available at:
https://www.who.int/publications/i/item/who-
er9543%0Ahttp://www.who.int/wer%0Ahttp://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi
?artid=2910704&tool=pmcentrez&rendertype=abstract.

ZISMANOQV, V., DRUCKER, L.; GOTTFRIED, M. Combined inhibition of Hsp90 and the
proteasome affects NSCLC proteostasis and attenuates cell migration. 998-1006.
d0i:10.1097/CAD.0000000000000140.



116

5 CAPITULO 2

AVALIACAO DO POTENCIAL QUIMIOTERAPJCO DO 17-DMAG, APLICADO
POR VIA TOPICA, NO CONTROLE DA INFECCAO DE CAMUNDONGOS BALB/c
POR Leishmania braziliensis.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose cutanea (LC), foco do presente trabalho, é definida como uma doenca
negligenciada, causada por parasitos do género Leishmania spp. e caracterizada pelo
aparecimento de lesGes na pele, de maneira localizada ou disseminada pelo corpo, na forma de
papula, nddulo ou ulcera (AKHOUNDI et al., 2016b; ESPUELAS et al., 2016; WHO, 2020).
Os medicamentos atualmente aplicados para tratamento da LC apresentam diversas limitacoes
que incluem, por exemplo, efeitos colaterais severos e a via de administracdo invasiva,
evidenciando a necessidade da busca por novos farmacos (DE MENEZES et al., 2015a). Nesse
cenario, tratamentos ndo invasivos, como os aplicados por via oral ou topica, podem ser de
grande interesse para a area da pesquisa, buscando superar essa limitacao.

Tratamentos topicos sdo frequentemente indicados para o tratamento de doencgas que
apresentam manifestagdes cutdneas como sinais clinicos, sejam eles vermelhiddo, coceira ou a
presenca de lesbes (ESPUELAS et al., 2016; NASSIF et al., 2017b; PAHO, 2022). Esses
tratamentos apresentam diversas vantagens, como por exemplo a aplicacdo facil e indolor,
podendo ser aplicado pelo préprio paciente, ndo havendo assim a necessidade de deslocamento
do paciente a hospitais ou postos de salde diariamente para cumprimento do ciclo de
tratamento, como ocorre para o tratamento sistémico da LC e que, frequentemente, levam ao
abandono do tratamento pelo paciente, culminando em falha terapéutica (CARNEIRO et al.,
2012; DE MENEZES et al., 2015a; ESPUELAS et al., 2016; VAN BOCXLAER et al., 2016b;
ANSELMO et al., 2018). Além disso, devido ao fato de que a aplicacdo topica de
quimioterapicos constitui um sistema de entrega localizada de farmacos, esse tipo de alternativa
terapéutica inclui vantagens quando comparado a via de aplicacdo ndo invasiva oral como, por
exemplo, evitar a degradacdo gastrica e 0 metabolismo hepatico dos medicamentos que passam
pelo sistema digestorio (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014; ANSELMO et al., 2018).
Adicionalmente, outra vantagem da aplicacdo de medicamentos por via topica, em comparacdo
aos medicamentos atualmente utilizados no tratamento da LC, consiste no fato de que, por ser
uma via de entrega local, as chances de apresentacdo de efeitos colaterais ou toxicidade
sistémica pelos pacientes € drasticamente reduzida (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014;
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ANSELMO etal., 2018). Dessa forma, a investigagdo de novos quimioterapicos com potencial
aplicacdo por via tdpica pode constituir uma importante inovagdo no tratamento da LC.

Estudos prévios realizados por nossa equipe demonstraram que inibidores da Proteina
de Choque Térmico 90 (Hsp90) apresentam efeito leishmanicida in vitro e in vivo (PETERSEN
etal., 2012b; SANTOS et al., 2014b; PALMA et al., 2019). Palma et al. (2021) mostraram que
os inibidores desta chaperona, geldanamicina, 17-AAG e 17-DMAG, levam promastigotas
axénicas de L. amazonensis a morte em concentracdes que ndo causam toxicidade as células
hospedeiras, THP-1. Adicionalmente, Petersen et al. (2012) mostraram que 0 17-AAG, in vitro,
é capaz de reduzir o percentual de infeccdo de macrofagos intraperitoneais inflamatorios de
camundongos CBA por L. amazonensis, bem como a carga parasitaria da infeccdo. Além disso,
Santos et al. (2014) mostraram que o tratamento com 17-AAG in vitro reduziu a viabilidade
de promastigotas axénicas, o percentual de infeccdo e a carga parasitaria de macrdfagos
intraperitoneais inflamatdrios de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e, in vivo,
reduziu o tamanho da leséo e a carga parasitaria na orelha dos animais tratados, em comparacdo
ao grupo controle, mas ndo reduziu a carga parasitaria no linfonodo desses animais. Assim,
devido ao 17-DMAG ser um analogo hidrossoltvel do 17-AAG e com melhores propriedades
farmacocinéticas (EGORIN et al., 2002b; SAUSVILLE, 2004; WHITESELL; LIN, 2012b),
que apresentou resultados preliminares superiores aos observados com o 17-AAG (capitulo 1),
acreditamos que a sua utilizacdo como tratamento topico pode se apresentar como um avango
na terapia da LC e constituir uma importante ferramenta para a melhoria da qualidade de vida
dos pacientes acometidos pela doenca.

Dessa forma, no presente capitulo, foi avaliada a eficacia da aplicagdo tépica do 17-
DMAG no controle da infeccdo in vivo de camundongos BALB/c por L. braziliensis. A base
semissolida escolhida para a incorporacdo deste farmaco e posterior aplicacdo por via topica
foi o hidrogel, definido como um sistema de rede tridimensional, frouxamente reticulada,
formada a partir da hidratacdo de grupos hidrofilicos presentes no polimero de sua composicéo,
que sdo capazes de absorver e reter quantidade significativa de agua e que, ao contrario do gel,
esses polimeros estdo inchados pela 4gua, mas ndo dissolvidos nela (CARPI, 2011; HRUBY et
al., 2008; JAGUR-GRODZINSKI, 2010; OKAY, 2009). Foi produzido hidrogel utilizando o
polimero carboximetilcelulose (CMC) como base, uma vez que a sua configuracdo em formato
de uma malha polimérica, apresenta como principais vantagens uma liberacdo sustentada do
principio ativo ao longo do tempo e uma longa duragéo na superficie da pele (HAMIDI et al.,
2008; BHOWMIK et al., 2012; ANSELMO etal., 2018; SINGH et al., 2019). A nossa hipétese
é que a aplicacdo por via tépica do 17-DMAG incorporado em hidrogel no tratamento do
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modelo murino da LC pode auxiliar no controle da infeccdo causada por L. braziliensis,
eliminando os parasitos no local da les&o e acelerando o processo de cicatrizagdo das lesdes.
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2 OBJETIVOS

v

<\

Avaliar, invitro, a toxicidade do 17-DMAG sobre células de linhagem de queratindcitos
humanos (HaCaT);

Produzir e avaliar a estabilidade do 17-DMAG em base semissélida de hidrogel;
Avaliar o perfil de liberacdo do 17-DMAG da base semissélida de hidrogel;

Avaliar a toxicidade do 17-DMAG em hidrogel, aplicado por via tdpica, sobre
camundongos BALB/c;

Avaliar a eficcia do 17-DMAG em hidrogel, aplicado por via tdpica, no controle da

infeccdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Camundongos BALB/c fémeas foram fornecidos e mantidos em gaiolas no biotério do
Instituto Gongalo Moniz (IGM - FIOCRUZ / BA) com racdo e agua ad libitum e utilizados nos
experimentos ao atingir idade entre seis e oito semanas. Todos 0s procedimentos foram
realizados de acordo com os protocolos n° 007/2015 e 007/2020 aprovados pelo Comité de
Etica em Utilizagdo de Animais do Instituto Gongalo Moniz (IGM - FIOCRUZ / BA).

3.2 PARASITOS

Promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram cultivadas em meio
Schneider completo [Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich) suplementado com 50 pg/mL
de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 20% de soro bovino fetal (Gibco®)] em estufa B.O.D. a 24
°C. O crescimento da cultura axénica foi acompanhado com contagens em camaras de Neubauer
sob microscopio Optico invertido, até a sétima passagem. Ao atingir a fase estacionaria de
crescimento (concentragio maior que 108 parasitos / mL), as promastigotas foram utilizadas
para os experimentos de infecgdo in vivo. A infectividade da cepa utilizada foi mantida por
isolamento e passagens sucessivas dos parasitos em camundongos BALB/c, conforme descrito
a sequir.

Para manutencdo da cepa, mensalmente dois camundongos BALB/c foram infectados com
promastigotas axénicas em fase estacionéria de L. braziliensis. Para isso, inicialmente, ap6s
atingir a fase estacionéria de crescimento, foi realizada uma centrifugacéo diferencial a 125 x
G por 5 min, a 4 °C, para separacdo dos parasitos moveis e afilados, que permanecem no
sobrenadante apds a centrifugacdo. Em seguida, estes parasitos foram lavados com solucéo
salina (NaCl a 0,9%), seguido por centrifugacdo a 750 x G, 10 min, 4 °C por trés vezes. O pellet
foi ressuspenso em um volume de 1 mL e, apds contagem em cadmara de Neubauer, a suspensdo
foi ajustada para concentragio de 5x10° parasitos em 20 pL de solugéo salina para ser inoculada
em uma das patas traseiras de camundongos BALBI/c, utilizando seringa de insulina 0,5 mL
com agulha 8,0 x 0,30 mm, 30g (PROCARD). Apds um més de infec¢do ou quando a lesdo na
pata se tornou visivel, os camundongos BALB/c foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg)
via intraperitoneal e tiveram o linfonodo drenante removido de forma asséptica. Por fim, este

linfonodo foi macerado em um dos pogos de uma placa de seis pocgos, em meio Schneider
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completo, utilizando o fundo de um émbolo de uma seringa, liberando assim as células do
linfonodo, incluindo macréfagos infectados, da capsula do érgdo. As células foram cultivadas
em meio Schneider completo e incubadas em estufa B.O.D a 24 °C por uma semana, permitindo
a liberacao das amastigotas dos macrofagos e a sua diferenciacdo em formas promastigotas, que
foram mantidas em culturas axénicas com passagens sucessivas, até a sétima passagem,

conforme descrito acima.

3.3 AVALIACAO IN VITRO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG SOBRE CELULAS DE
LINHAGEM DE QUERATINOCITOS HUMANOS (HaCaT)

Uma vez que objetivamos testar o efeito do tratamento com aplicacdo tdpica do 17-
DMAG em modelo murino de leishmaniose tegumentar, inicialmente, avaliamos a toxicidade
deste composto as células da pele, utilizando como modelo a linhagem de células de
queratindcitos humanos, HaCaT. Para isso, inicialmente, as células foram plaqueadas na
concentracéo de 5x10%em placas de 96 pogos, contendo 100 puL de meio DMEM high completo
[DMEM high glucose (Gibco) suplementado com 22,8 mM de HEPES (Sigma), 27 mM de
bicarbonato de sodio (Sigma), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM de Glutamina (Sigma)
e 10 ug/mL de ciprofloxacino] (DMEM high completo) por poco. Apds 24 h de incubacdo em
estufa a 37 °C, com 95% de umidade e 5% de CO., com as células aderidas ao assoalho dos
pocos, 0 meio de cultura foi substituido por 200 pL de meio DMEM high completo fresco
contendo diferentes concentragdes de 17-DMAG, variando de 50 pM a 0,024 uM, apo6s
realizacdo de diluicdes seriadas de 1:2. Apds 48 h de exposicao, foi adicionado 10% de Alamar
Blue (Invitrogen) (v/v) nos pocos e as células foram reincubadas por mais 24 h. Ao final de 72
h de exposicdo ao composto, a leitura das placas para avaliagao da reducdo do Alamar Blue foi
realizada utilizando espectrofotdmetro SPECTRAmMax-340PC sob comprimentos de onda de
570 e 600 nm.

3.4 INCORPORACAO DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE HIDROGEL

Para possibilitar a aplicacdo do 17-DMAG por via topica, foram produzidas bases
semissolidas de hidrogéis. Para isso, inicialmente 13,2 mg de 17-DMAG foram diluidos em 40
mL de agua destilada, originando a concentracdo de 0,33 mg do 17-DMAG por mL de agua.
Em seguida, foram realizadas duas dilui¢cdes seriadas de 1:2 a partir desta primeira solucéo,

totalizando ¥ e ¥ da concentrag&o inicial (isto é, 0,16 mg/mL e 0,08 mg/mL). Para gelificacdo
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das amostras em diferentes concentragdes, 2% de carboximetilcelulose (CMC) (isto &, 400 mg
para cada 20 mL do farmaco diluido em &gua destilada) foi adicionado lentamente, sob leve
agitacdo magneética, a 37 °C. Vale ressaltar que, em teste prévio realizado, confirmamos que 1
mL de &gua destilada, ap6s adicdo CMC, forma 1 g de hidrogel. Por fim, foi obtido 0 17-DMAG
incorporado na base semissolida de hidrogel nas concentra¢des de 0,33 mg/g; 0,16 mg/g e 0,08
mg/g. Com o objetivo de testar doses intermediéarias, hidrogéis contendo 17-DMAG também
foram produzidos nas concentracdes de 0,30 mg/g; 0,25 mg/g; 0,20 mg/g, 0,15 mg/g, 0,10 mg/g
e 0,05 mg/g. Como controle, hidrogel sem 17-DMAG também foi produzido, adicionando-se
2% de CMC em &gua destilada, sob leve agitacdo, a 37 °C. Para cada experimento in vivo,
novos lotes de hidrogéis contendo 17-DMAG em diferentes concentra¢fes foram produzidos.

3.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL

ApoGs o preparo das amostras de hidrogel contendo 17-DMAG nas concentracdes de
0,33 mg/g; 0,16 mg/g e 0,08 mg/g, as amostras foram mantidas protegidas da luz a 4 °C. Apo6s
os tempos de 1, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias, a estabilidade do composto, inferida pela manutencéo
da concentracdo ao longo do tempo, foi avaliada. Antes de cada quantificacdo, uma curva de
calibracéo foi construida, utilizando o 17-DMAG diluido seriadamente em agua destilada (1:2),
em concentracOes variaveis de 0,0625 mg/mL a 0,0010 mg/mL. Apds os tempos citados, uma
aliquota de cada amostra foi diluida em &gua destilada na proporc¢éo de 1:3 ou 1:6, de forma
gue a concentracdo final estivesse dentro do intervalo da curva construida. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 2 min, a 125 x G, em temperatura ambiente e, por fim, 200
uL foram distribuidos por poco, em triplicata, numa placa de 96 pocos. Para controle da leitura
em diferentes placas, foi utilizado um padrdo interno do 17-DMAG na concentracdo de 0,03
mg/mL. A placa contendo as amostras e 0s pontos da curva de calibracdo foi lida utilizando o
espectrofotometro SPECTRAmMax-340PC, sob o comprimento de onda de 340 nm.

Para avaliar a estabilidade do 17-DMAG em base semissoélida de hidrogel sob diferentes
condicdes de temperatura, novos lotes foram produzidos nas concentragdes de 0,30 mg/g; 0,25
mg/g; 0,20 mg/g e 0,15 mg/g e armazenados, protegidos da luz, a 4 °C, 25 °C (temperatura
ambiente) ou 37 °C (em estufa bacterioldgica). A estabilidade do composto sob essas condi¢des
foi avaliada apo6s 1, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias de incubacéo, utilizando a mesma metodologia
acima citada, analisando-se a variagéo da concentracgdo deste farmaco ao longo do tempo.
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3.6 ENSAIO DE LIBERACAO DO 17-DMAG A PARTIR DA BASE SEMISSOLIDA DE
HDROGEL

Com o objetivo de avaliar o perfil de liberagdo do 17-DMAG da base semissolida de
hidrogel, foram utilizadas Células de Franz (Transdermal System DHC-6T, Logan Instruments
Corp. ®, EUA). Para isso, inicialmente, 5 mg de hidrogel com o composto na concentracao de
0,33 mg/g foram colocados, em triplicata, em compartimentos doadores de células de Franz.
Nos compartimentos receptores, foram colocados 10 mL de PBS (Invitrogen) 1x, pH 7.4,
mantidos sob agitacdo magnética a 37 °C. Uma membrana de dialise (MW = 6000-8000) foi
colocada entre os dois compartimentos. A quantidade de droga que ¢ liberada ao longo do
tempo, atravessa a membrana de dialise hidratada até o compartimento receptor. Ap6s 0s
tempos de 15 min; 30 min; 1 h; 2 h; 4 h; 8 h; 12 h e 24 h, o volume de PBS do compartimento
receptor foi removido, congelado e substituido por PBS 1x, pH 7,4, novo. A quantidade de 17-
DMAG presente nas amostras coletadas nos diferentes tempos foi mensurada por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC - Shimadzu LC20-A). A representacdo esquematica do
modelo de Células de Franz é mostrada na figura 31.
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Figura 31 — Esquema representativo dos compartimentos funcionais das Células de Franz.
Fonte: Adaptado de (PHARMARON, 2023)
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3.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL, APLICADO POR VIA TOPICA, SOBRE CAMUNDONGOS BALB/c

A toxicidade in vivo da exposicéo topica ao 17-DMAG em hidrogel foi avaliada em dois
ensaios distintos. No primeiro, camundongos BALB/c saudaveis foram expostos diariamente,
durante quatro semanas por via tépica, na orelha, ao hidrogel contendo 17-DMAG nas
concentragdes de 0,15 mg/g, 0,20 mg/g, 0,25 mg/g, 0,30 mg/g, ou com o hidrogel branco, isto
é, sem 0 17-DMAG, como controle. No segundo ensaio, camundongos BALB/c saudaveis,
utilizando colares elizabetanos manualmente produzidos (figura 32), foram expostos
diariamente, durante quatro semanas por via topica, na orelha, ao hidrogel contendo 17-DMAG
nas concentragdes de 0,05 mg/g, 0,10 mg/g, 0,15 mg/g, 0,20 mg/g, ou com o hidrogel branco,
como controle. Além disso, para evitar o contato da orelha exposta ao hidrogel contendo ou ndo
o farmaco com o colar elizabetano, foram utilizados adesivos curativos tegaderm na orelha, em
recortes com dimensdes de 1 cm x 0,5 cm. Para ambos os ensaios foram avaliados,
semanalmente, o aspecto local e a espessura da orelha exposta, em comparacao a contralateral,
utilizando o paquimetro analégico Kdeppen — exatiddo + 0,1 mm. Ao final da exposicao, os
animais foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) por via intraperitoneal e aqueles do

segundo ensaio tiveram a orelha, figado, baco e rins removidos para anélise histopatolégica.

Colar elizabetano produzido manualmente
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Figura 32 — Desenho esquematico de colar elizabetano utilizado nos camundongos.
Fonte: Elaborado pela autora

Para a producdo dos colares elizabetanos (figura 32), inicialmente, chapas de raio-X
doadas por colegas de laboratdrio foram higienizadas com gaze embebida em alcool 70% e
cortadas nas dimensfes de 2 cm de diametro interno e 4,8 cm de diametro externo, utilizando

um molde previamente testado e preparado. Em seguida, com o auxilio de cola quente, dois
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pequenos pedacos de velcro foram colados e grampeados, um de cada lado, nas extremidades
abertas do colar elizabetano. Por fim, para protecdo do pescogo dos animais em contato com o
colar elizabetano, uma camada de cola quente foi adicionada na circunferéncia interna dos
colares. E importante ressaltar que o habito de autolimpeza, natural do comportamento dos
camundongos, ndo foi afetado, uma vez que, diariamente, antes da troca dos tratamentos, 0s
colares elizabetanos eram retirados e os animais permaneciam sem eles, de 2 a 4 h antes da
reposicdo diaria do tratamento.

Complementarmente, ap0s os resultados obtidos nas analises de toxicidade in vivo, um
ensaio adicional foi realizado, para avaliar a toxicidade da CMC, aplicada localmente na pele
da orelha dos animais. Para isso, camundongos BALB/c saudaveis, utilizando colares
elizabetanos, foram expostos diariamente, durante quatro semanas por via topica, na orelha, ao
hidrogel contendo 1% ou 2% de CMC, além de um grupo exposto apenas ao adesivo curativo
tegaderm. Este ensaio teve como objetivo avaliar se a toxicidade observada nos animais do
grupo controle dos experimentos de toxicidade anteriores, expostos apenas ao hidrogel branco
(sem 17-DMAG) ocorreu devido a presenca da CMC ou a manipulacéo diaria da orelha desses

animais.

3.8 AVALIACAO DA REVERSIBILIDADE DA TOXICIDADE DO 17-DMAG EM
HIDROGEL EM CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADOS POR L. braziliensis

Vinte camundongos BALB/c com idade entre seis e oito semanas foram infectados na
orelha com 10° promastigotas de L. braziliensis em fase estacionaria, apos sucessivas lavagens,
conforme descrito no tépico 3.2, utilizando micro-seringa (BD Ultra-Fine™ 11— 0,5 mL). Ap0s
quinze dias de infec¢cdo, os animais tiveram a espessura da orelha medida com paquimetro
analégico e foram distribuidos igualmente em quatro grupos: i) grupo tratado com 0,33mg/g de
17-DMAG em hidrogel, ii) grupo tratado com 0,16 mg/g, iii) grupo tratado com 0,08 mg/g e
iv) grupo controle, exposto ao hidrogel branco, ndo contendo o composto. Os animais foram
tratados diariamente com o hidrogel e a evolucdo da lesdo foi acompanhada semanalmente, com
mensuracdo da espessura da orelha utilizando o paquimetro. Apds trés semanas, 0 tratamento
foi interrompido e os animais foram acompanhados com medic¢es semanais da espessura da
orelha por seis semanas adicionais, para avaliar a reversibilidade da toxicidade causada pelo

tratamento.
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3.9 AVALIACAO DA EFICACIA DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL, APLICADO POR VIA TOPICA, NO CONTROLE DA INFECC}AO DE
CAMUNDONGOS BALB/c POR L. braziliensis

A eficacia do tratamento por via topica com 17-DMAG em hidrogel in vivo foi avaliada
em dois ensaios distintos. Para cada ensaio, inicialmente, vinte e cinco camundongos BALB/c
com idade de 6 a 8 semanas foram contidos e tiveram inoculados na orelha, num volume de 10
L de solucdo salina, 5x10° parasitos de L. braziliensis em fase estacionaria e enriquecidos com
a fracdo metaciclica, obtidas conforme descrito no topico 3.4, utilizando micro-seringa (BD
Ultra-Fine™ II — 0,5 mL). Apos trés semanas de infeccdo, para ambos 0s ensaios, o tratamento
com 17-DMAG em base semissolida de hidrogel, por via topica, foi iniciado. No primeiro
ensaio, os animais infectados foram tratados por via tdpica diariamente, durante quatro
semanas, com hidrogel contendo 17-DMAG nas concentragdes de 0,15 mg/g, 0,20 mg/g, 0,25
mg/g, ou com o hidrogel branco, isto é, sem 0 17-DMAG, como controle. Um grupo de animais
infetados e ndo expostos a nenhum dos tratamentos foi adicionalmente acompanhado. No
segundo ensaio, 0s animais infectados utilizaram colares elizabetanos e foram tratados por via
topica diariamente, durante quatro semanas, com hidrogel contendo 17-DMAG nas
concentragdes de 0,05 mg/g, 0,10 mg/g, 0,15 mg/g ou com o hidrogel branco, isto é, sem 0 17-
DMAG, como controle. Para ambos os ensaios, a lesdo dos camundongos foi avaliada,
semanalmente, quanto ao aspecto local e a espessura da orelha exposta, em comparacdo a
contralateral, utilizando o paquimetro analégico Kdeppen — exatiddo + 0,1 mm. Ao final da
exposicao, os animais foram eutanasiados com tiopental (50 mg/kg) e a orelha e o linfonodo
retroauricular foram removidos para analise histopatoldgica. Adicionalmente, o peso dos
animais utilizando colares elizabetanos foi avaliado semanalmente, com o intuito de verificar

se esse aparato poderia estar prejudicando a alimentacdo e hidratacdo dos animais.

3.10 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS TECIDOS DE CAMUNDONGOS BALB/c
SAUDAVEIS OU INFECTADOS POR L. braziliensis E TRATADOS OU NAO COM
17-DMAG POR VIA TOPICA

Ap0s a remocdo, os tecidos extraidos dos animais, como orelha, bago, figado, rins e
linfonodo, foram incubados por 48 h em solucdo de formalina &cida (5% de &cido acético
glacial, 10% de formaldeido e 85% de etanol absoluto), que permite a fixacdo e manutencgéo da
integridade do tecido. Em seguida, a formalina acida foi substituida por alcool 70% e as
amostras foram enviadas para a Plataforma de Histotecnologia do IGM, onde o material foi

processado e preparado para anélise. Brevemente, as amostras foram banhadas em solugéo de
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eosina e, em seguida, mantidas em alcool 70% até o seu emblocamento em parafina. Apds o
emblocamento, os tecidos foram cortados com um micr6tomo e, por fim, os cortes finos e
uniformes com espessura de 3 a 4 um foram corados com hematoxilina e eosina (coloracao
HE), seguindo o protocolo da Plataforma. As analises histopatologicas dos tecidos foram
realizadas sob a supervisdo de Dr. Washington Luis Conrado dos SANTOS ou Dra. Isadora dos
SANTOS Lima, patologistas colaboradores do projeto.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Em caso de distribuigdo gaussiana dos dados foi utilizado o teste t de Student para
comparacdo entre dois grupos, ou o teste One-way ANOVA com o0 pés-teste de Tukey, para
comparacdo entre trés ou mais grupos. Em caso de distribuicdo ndo gaussiana, foi utilizado o
teste U de Mann-Whitney, para comparagéo entre dois grupos, ou o teste de Kruskal-Wallis,
para comparagéo entre trés ou mais grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p < 0,05. As andlises estatisticas e a construcdo dos graficos

serdo realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad Software Inc).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO IN VITRO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG SOBRE CELULAS DE
LINHAGEM DE QUERATINOCITOS HUMANOS (HaCaT)

A avaliacdo do efeito toxico de diferentes concentragdes do 17-DMAG sobre células de
linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT) mostrou que, nas maiores concentracdes testadas
(50 e 25 puM), o composto causou a morte de 100% das células. Somente nas concentragdes
iguais ou inferiores a 12,5 M, 0 composto testado apresentou pouco ou nenhum efeito sobre
as células HaCaT, ndo interferindo, assim, na viabilidade celular (fig. 33). A concentracdo de
17-DMAG necessaria para causar citotoxicidade em 50% da cultura de HaCaT (CCso) foi de
13,68 UM (Q1: 10,03; Q3: 13,75), mais que quatro vezes superior a concentracdo necessaria
para causar citotoxicidade sobre BMM®, de 3,2 uM (fig. 12, capitulo 1). Esse resultado indica
que o0 17-DMAG causa toxicidade as células HaCaT apenas em concentracdes elevadas, o que
viabiliza a sua utilizacdo na pele para avaliacdo da eficacia do composto com aplicacéo por via
topica (fig. 33).
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Figura 33 — Teste da toxicidade do 17-DMAG sobre células de linhagem de queratinocitos HaCaT. Células
HaCat foram plaqueadas na concentragdo de 5x10* células por pogo, em placa de 96 pocos, e incubadas com
diferentes concentragdes do 17-DMAG, em 200 pL de meio DMEM high completo. Apds 48 h de exposigdo, 20
pL de Alamar Blue foram adicionados aos pogos e as células foram reincubadas por mais 24 h. Apés 24 h
adicionais, a placa foi lida em espectrofotdmetro (SPECTRAmMax-340PC) e a reducdo do Alamar Blue foi avaliada
sob os comprimentos de onda de 570 e 600 nm. O resultado refere-se ao valor da mediana, com 95% de intervalo
de confianca, de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL

Para avaliar a possibilidade do 17-DMAG ser utilizado em tratamento topico, a sua
estabilidade, incorporado em hidrogel, analisada de acordo com a variagdo da concentracdo do
composto ao longo do tempo, foi avaliada ao longo de 90 dias, (fig. 34).

0.5+
-
E 0-4_'[%}&\%\{
[e))
é 0.34 —— 0,33 mg/g
18 ' —+— 0,16 mg;g
0,08 mg/g
O
@ 0.24 Branco
£ N i -
S 0.1-
S
O 0.0
l I I 1
0 30 60 90

Tempo (dias)

Figura 34 - Estabilidade do 17-DMAG em base semissolida de hidrogel. O 17-DMAG foi diluido em agua
destilada nas concentragdes de 0,08 mg/g; 0,16 mg/g e 0,33 mg/g e transformado em hidrogel através da adicao
de 2% de carboximetilcelulose (CMC). Como controle, foi produzido um hidrogel branco, com adi¢cdo do CMC
em agua destilada. Apds os tempos de 1, 7, 14, 21, 30, 60 ou 90 dias de armazenamento a 4 °C, a estabilidade do
17-DMAG no hidrogel foi avaliada em espectrofotdémetro (SPECTRAmMax-340PC) sob o comprimento de onda
de 340 nm. O resultado é mostrado como a média de trés experimentos independentes.

Fonte: Elaborado pela autora

A concentracdo do 17-DMAG permaneceu inalterada ou com baixa variagdo em todos
os tempos avaliados (1, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias), apds sua incorporagdo em base semissolida
de hidrogel, nas concentracdes de 0,08 mg/g; 0,16 mg/g e 0,33 mg/g, indicando a manutencéo
da sua estabilidade ao longo do tempo (fig. 34). Adicionalmente, ap6s o ultimo tempo de
avaliacdo da estabilidade do 17-DMAG em hidrogel (90° dia), armazenado a 4 °C, a viscosidade
e coloracdo do hidrogel contendo diferentes concentracdes do 17-DMAG permaneceram
inalteradas (fig. 35).
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Figura 35 — Aspecto da solugédo de 17-DMAG incorporado em hidrogel ap6s 90 dias de armazenamento a 4
°C. O 17-DMAG foi incorporado nas concentrac@es de 0,08 mg/g (); 0,16 mg/g (a) e 0,33 mg/g (¥) ou néo foi
incorporado (®) em hidrogel e a estabilidade foi avaliada a 4 °C ao longo de 90 dias. Ao final do experimento, o
aspecto da solucgéo de 17-DMAG incorporado em hidrogel foi avaliado.

Fonte: Elaborado pela autora

Em conjunto, esses resultados evidenciam a possibilidade da utilizagdo do composto
para aplicacdo tdpica durante tratamento da leishmaniose tegumentar experimental, uma vez
que a molécula a 4 °C ndo é degradada ao longo do tempo, quando incorporado nesta base
semissolida.

Adicionalmente, a influéncia da temperatura sobre a estabilidade do 17-DMAG em
hidrogel foi avaliada, analisando-se a varia¢do da concentracdo do composto ao longo do
tempo. Os resultados mostraram que, apenas quando estocado a 37 °C houve diminuic¢do da
concentracdo da molécula no hidrogel, indicando a perda de estabilidade nesta temperatura (fig.
36).
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Figura 36 — Avaliacdo da influéncia da temperatura na estabilidade do 17-DMAG livre incorporado em
base semissdlida de hidrogel. O 17-DMAG foi diluido em &gua destilada nas concentrag¢des de 0,15 mg/g; 0,20
mg/g; 0,25 mg/g e 0,30 mg/g e incorporado em hidrogel através da adigdo de 2% de carboximetilcelulose (CMC).
Como controle, foi produzido um hidrogel branco, com adicdo do CMC em agua destilada. As amostras foram
estocadas a 4 °C (A), 24 °C (B) ou 37 °C (C) e, ap6s os tempos de 1, 7, 14, 21, 30, 60 ou 90 dias, a estabilidade
do 17-DMAG no hidrogel foi avaliada em espectrofotémetro (SPECTRAmMax-340PC) sob o comprimento de onda
de 340 nm. Cada ponto representa a média de um experimente, lido em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora

Semelhante ao que foi observado na avaliacdo da estabilidade do 17-DMAG em
hidrogel a 4 °C (fig. 34), foi observada pouca ou nenhuma alteragdo na estabilidade do
composto, em nenhuma das concentragdes testadas, quando as amostras foram armazenadas a
4 °C (fig. 36A), ao longo de 90 dias. Adicionalmente, resultado similar foi observado quando
as amostras de 17-DMAG foram armazenadas a temperatura ambiente de 24 °C (fig. 36B), ao
longo de 90 dias. Entretanto, a exposi¢do do 17-DMAG em hidrogel a temperatura de 37 °C
alterou a sua estabilidade em todas as concentraces testadas ao longo do tempo avaliado (fig.
36C). Foi observado que, a partir da segunda semana de armazenamento das amostras nesta
temperatura, ocorreu a reducdo da concentracdo deste composto (fig. 36C). Quando a 37 °C, a
reducdo da estabilidade ocorreu de maneira constante até o 60° dia de avaliacdo. Entre 0 60° e
0 90° dia houve pouca ou nenhuma alteracdo da concentragdo do composto em todas as
concentracgdes testadas (fig. 36C). Adicionalmente, ap6s 0 90° dia de avaliacdo da estabilidade

do 17-DMAG em hidrogel o aspecto das amostras foi avaliado e é mostrado na figura 37.



132

Figura 37 - Aspecto da solucéo de 17-DMAG incorporado em hidrogel apés 90 dias de armazenamento a 4
°C, 24 °C ou 37 °C. O 17-DMAG foi incorporado em hidrogel nas concentra¢des de 0,15 mg/g (*); 0,20 mg/g (
4); 0,25 mg/g (v) e 0,30 mg/g (#) e incubados a 4 °C (A), 24 °C (B) ou 37 °C (C). Como controle, hidrogel branco,
sem 17-DMAG (@) foi preparado com a adigdo de 2% de CMC em &gua destilada. A estabilidade foi avaliada ao
longo de 90 dias e, ao final do experimento, o aspecto da solucdo de 17-DMAG incorporado em hidrogel foi
avaliado.

Fonte: Elaborado pela autora

Em concordancia com os resultados de estabilidade do 17-DMAG em hidrogel
mostrados anteriormente, nas concentracfes de 0,15 mg/g; 0,20 mg/g; 0,25 mg/g e 0,30 mg/g,
a cor e a viscosidade das amostras incubadas a 4 °C (fig. 37A) ou a 24 °C (fig. 37B)

permaneceram inalteradas ao longo de 90 dias. Porém, quando incubadas a 37 °C (fig. 37C),
todas as concentraces testadas apresentaram modificacdo da coloracdo e diminuicdo da
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viscosidade em relacdo as outras amostras, indicando que houve redugdo da estabilidade da
molécula nesta temperatura. Em conjunto, esses dados mostram que, para utilizacdo do 17-
DMAG livre em base semissélida de hidrogel no tratamento local de lesbes causadas pela
leishmaniose tegumentar, 0 composto deve ser estocado refrigerado ou a temperatura ambiente,

pois pode perder eficacia caso seja submetido a temperaturas mais elevadas.

4.3 ENSAIO DE LIBERACAO DO 17-DMAG A PARTIR DA BASE SEMISSOLIDA DE
HDROGEL

O gréafico mostrado na figura 38 mostra o percentual cumulativo de difusdo do 17-

DMAG a partir de hidrogel, ao longo de 24 h, determinado por meio da utilizacdo da Células

de Franz.
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Figura 38 — Cinética da liberacdo do 17-DMAG da base semissélida do hidrogel. O 17-DMAG foi incorporado
na concentracdo de 0,33 mg/g em hidrogel, como descrito em Material e Métodos. Cinco gramas do hidrogel
contendo 17-DMAG foram colocados no compartimento doador da Célula de Franz e 10 mL de PBS pH 7,4 foram
colocados no compartimento receptor. Apos os tempos de 15 min, 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 ou 24 h, o PBS do
compartimento receptor foi coletado e 10 mL de PBS novo foi adicionado. Por fim, a concentra¢do do 17-DMAG
gue atravessou a membrana de dialise colocada entre os compartimentos foi quantificada por HPLC. Resultado de
um experimento realizado em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora
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Os resultados mostram que cerca de 40% do 17-DMAG foi liberado do hidrogel até o
tempo de 12 h, apesar de ndo haver diferencas estatisticas entre os grupos. A liberagdo do
composto a partir desta base semissolida foi inicialmente rapida e intensa, porém a intensidade
de liberagdo entre 12 e 24 h de incubacao foi reduzida (fig. 38). Ao final de 24 h de difuséo,
aproximadamente 60% do 17-DMAG foi liberado do hidrogel.

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL, APLICADO POR VIA TOPICA, SOBRE CAMUNDONGOS BALB/c

A toxicidade do 17-DMAG em hidrogel, aplicado por via topica em camundongos
BALBI/c saudaveis foi avaliada em dois ensaios: (i) sem o uso de colar elizabetano (fig. 39 e
40) ou (i) com o uso do colar elizabetano (fig. 41 e 42).

A mensuracdo semanal da espessura das orelhas dos animais expostos por via topica ao
17-DMAG, incorporado em hidrogel, sem o uso de colares elizabetanos, mostrou que ndo houve
aumento da espessura da orelha dos animais expostos diariamente a concentracao de 0,15 mg/g
ao longo das quatro semanas de exposi¢cdo e que o mesmo foi observado para os animais do
grupo controle (expostos apenas ao hidrogel branco, isto €, sem o farmaco) (fig. 39A). De
maneira similar, quando expostos ao 17-DMAG nas concentragdes de 0,20 ou 0,25 mg/g por
via topica, ndo foi observado aumento significativo da espessura da orelha dos animais tratados
ao longo das semanas de exposi¢do, em comparag¢do com o grupo controle (0,033 = 0,032 mm
vs 0,039 + 0,032 mm vs 0,00 £ 0,00 mm, respectivamente) (fig. 39A). Apenas 0s animais
expostos por via tépica a maior concentracdo do farmaco, de 0,30 mg/g, apresentaram aumento
expressivo e significante da espessura da orelha, gradual, ao longo de quatro semanas de
exposicdo, quando comparados ao grupo controle (0,117 + 0,121 mm vs 0,00 £ 0,00 mm,
respectivamente — Teste One-way ANOVA, *p < 0,05) (fig. 39A). A figura 39B mostra as areas
sob as curvas (AUCs) das medidas semanais das espessuras das orelhas dos animais expostos
e controle, e confirma que apenas na maior concentracdo testada o 17-DMAG causou aumento
do tamanho da espessura da orelha, indicativo de toxicidade (fig. 39B) (0,432 + 0,192 vs 0,000
+ 0,000, respectivamente - Teste Kruskal-Wallis, *p < 0,05). Os valores das AUC das
mensuragOes dos grupos expostos ao 17-DMAG nas concentragdes de 0,15; 0,20; 0,25; 0,30
mg/g ou controle foram de, respectivamente: 0,000 + 0,000; 0,125 + 0,06; 0,155 + 0,058; 0,432
+ 0,192 e 0,000 + 0,000.
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Figura 39 — Teste de toxicidade do 17-DMAG, incorporado em hidrogel, quando aplicado por via tépica em
camundongos BALB/c, sem uso de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c saudaveis foram expostos
diariamente ao 17-DMAG incorporado em hidrogel, nas concentragdes de 0,15 mg/g; 0,20 mg/g; 0,25 mg/g ou
0,30 mg/g, durante quatro semanas. Como controle, animais foram expostos ao hidrogel branco, sem 17-DMAG.
Os resultados sdo expressos como a diferenga da espessura da orelha exposta em relacdo a contralateral. (A)
Espessura semanal da orelha dos animais expostos ao hidrogel controle ou contendo 17-DMAG; (B) Area sob a
curva (AUC) da espessura das orelhas mostradas em “A”. Teste de Kruskal-Wallis, * p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora

A figura 40 mostra imagens representativas da orelha dos animais expostos diariamente
a diferentes concentracdes do 17-DMAG incorporado em hidrogel, apds quatro semanas de
exposicdo. Essas imagens estdo de acordo com os resultados da mensuragdo semanal da orelha
dos animais expostos e mostram que, ao final de quatro semanas de exposi¢éo, as orelhas dos
animais do grupo exposto ao 17-DMAG nas concentracdes de 0,15 mg/g (fig. 40B) ou 0,20
mg/g (fig. 40C) apresentaram aspecto similar ao do grupo controle, exposto ao hidrogel branco
ao final do mesmo periodo (fig. 40A), sem sinais visiveis de toxicidade. Entretanto, as orelhas
dos animais expostos a concentracao de 0,25 mg/g (fig. 40D) apresentaram, visualmente, um
pouco de tecido cicatricial e/ou pequenas bolhas no local das aplicacBes, que podem indicar
toxicidade. As orelhas dos animais expostos a concentracdo de 17-DMAG em hidrogel de 0,30
mg/g (fig. 40E-F) apresentaram tecido cicatricial, com aspecto enrijecido, escurecimento das
extremidades das orelhas e presenca de rachaduras neste local. Adicionalmente, esses animais
também apresentaram sensibilidade ao toque no local da aplicacdo. Apesar de, em numeros
absolutos, as diferencgas na espessura das orelhas terem sido baixas, a toxicidade foi expressa
clinicamente no aspecto das orelhas dos animais expostos. Em conjunto, esse resultado
evidencia a toxicidade causada pelo composto em hidrogel apenas na maior concentracao

testada.
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Figura 40 — Imagens representativas das orelhas de camundongos BALB/c ap6s quatro semanas de
exposicao por via tdpica ao 17-DMAG, incorporado em hidrogel, na auséncia de colares elizabetanos.
Camundongos BALB/c foram expostos diariamente ao 17-DMAG em hidrogel, nas concentragdes de (B) 0,15
mg/g; (C) 0,20 mg/g; (D) 0,25 mg/g ou (E-F) 0,30 mg/g. Como controle, camundongos foram expostos ao hidrogel
branco, sem 17-DMAG (A). Imagens representativas foram registradas ao final do periodo de quatro semanas de
exposicao.

Fonte: Elaborado pela autora

Em conjunto, esses resultados mostraram que, para tratamento por via topica, apenas
concentracgdes iguais ou inferiores a 0,25 mg/g de 17-DMAG em hidrogel podem ser utilizadas
para ensaios de eficacia deste farmaco com aplicacdo tdpica, na auséncia de colares
elizabetanos, pois ndo causam toxicidade aos animais.

No segundo ensaio realizado, foram colocados colares elizabetanos nos animais, para
evitar que os animais removessem o hidrogel do local de aplicacao e, consequentemente, avaliar
a toxicidade do 17-DMAG com maior tempo de exposi¢do por via topica. Adicionalmente, por
aumentar o tempo de exposi¢do dos animais ao farmaco para avaliar a toxicidade da aplicacéo
por via topica, concentragcdes menores foram testadas. A mensuragdo semanal da espessura das
orelhas dos animais expostos por via topica ao 17-DMAG, incorporado em hidrogel, com o uso
de colares elizabetanos, mostrou que, exceto para 0 grupo exposto a concentracao de 0,05 mg/g
de 17-DMAG, os animais expostos a todas as outras concentra¢des de 17-DMAG por via topica
(0,20; 0,15 ou 0,20 mg/g) apresentaram um aumento transitorio na espessura da orelha, em
comparacdo ao grupo controle (fig. 41A). Adicionalmente, foi observado que o aumento da
espessura ocorreu de maneira dose-dependente e que o pico da espessura observado ocorreu,
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para todos os grupos, apos duas semanas de exposicao (fig. 41A). Entretanto, apenas na segunda
semana de exposicdo e apenas para 0 grupo exposto a maior concentracdo de 17-DMAG
testada, de 0,20 mg/g, houve aumento significativo na espessura da orelha, quando comparado
ao grupo controle [0,4 mm (Q1: 0,3; Q3: 0,4) vs 0,08 mm (Q1: 0,02; Q3: 0,1), respectivamente
- Teste Kruskal-Wallis, * p < 0,05]) (fig. 41A). Para 0s animais expostos as outras
concentracdes de 17-DMAG por via topica, ndo foram encontradas diferencas na espessura da
orelha, em nenhuma das semanas avaliadas. Ao final da quarta semana de exposicao, nao foi
observada diferenca na espessura da orelha dos camundongos tratados com 0,05 mg/g [0,1 mm
(Q1:0,07; Q3: 0,1)]; 0,20 mg/g [0,15 mm (Q1: 0,13; Q3: 0,15)]; 0,15 mg/g [0,1 mm (Q1: 0,05;
Q3: 0,17)], ou 0,20 mg/g [0,17 mm (Q1: 0,1; Q3: 0,3)] de 17-DMAG em hidrogel, em
comparacgédo ao grupo controle [0,07 mm (Q1: 0,00; Q3: 0,1)] (fig. 41A).
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Figura 41 — Toxicidade do 17-DMAG, incorporado em hidrogel, quando aplicado por via tépica em
camundongos BALB/c, com uso de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c saudaveis, utilizando colares
elizabetanos, foram expostos diariamente ao 17-DMAG incorporado em hidrogel, nas concentracdes de 0,05 mg/g,
0,10 mg/g, 0,15 mg/g ou 0,20 mg/g, ou com o hidrogel sem 17-DMAG, como controle, durante quatro semanas.
(A) Espessura semanal da espessura da orelha dos animais expostos ao hidrogel controle ou contendo 17-DMAG.
(B) Area sob a curva (AUC) do grafico mostrado em “A”. Teste One-way ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p = 0,001.

Fonte: Elaborado pela autora

Adicionalmente, a area sob a curva (AUC) das mensuracdes das orelhas ao longo das
quatro semanas de exposicao é mostrada na figura 41B. Essa analise mostrou que 0 aumento da
espessura da orelha dos animais expostos por via topica a diferentes concentragdes do 17-
DMAG ocorreu de forma dose-dependente (fig. 41B), o que esta de acordo com o grafico
mostrado na figura 41A. Alem disso, na anélise da AUC foi observada diferencas estatisticas
na mensuracao das orelhas ao longo das semanas nos animais expostos a todas as concentragdes
do 17-DMAG testadas, exceto a concentracdo de 0,05 mg/g (AUC 0,05 mg/g: 0,288 + 0,068;
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0,10 mg/g: 0,445 £ 0,098; 0,15 mg/g: 0,537 £ 0,08; 0,20 mg/g: 0,772 + 0,088; controle: 0,168
+ 0,133 — Teste One-way ANOVA, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,0001). Contudo, é
importante ressaltar que, em valores numericos absolutos, a diferenca entre as mensuragdes das
espessuras das orelhas dos animais é baixa, podendo ndo refletir, clinicamente, na exibicao de
sinais de toxicidade nos animais.

O aspecto das orelhas dos animais expostos por via tdpica as diferentes concentrages
do 17-DMAG em hidrogel, com uso de colar elizabetano, € mostrado na figura 42.
Clinicamente, a analise do local de aplicacdo dos hidrogéis mostrou que, para todos 0s grupos,

houve apenas leve sinal de irritagdo local, como discreta hiperemia (fig. 42).

Figura 42 - Imagens representativas das orelhas de camundongos BALB/c ap6s quatro semanas de
exposicao por via topica ao 17-DMAG, incorporado em hidrogel, com uso de colares elizabetanos.
Camundongos BALB/c, utilizando colares elizabetanos, foram expostos diariamente ao 17-DMAG em hidrogel,
nas concentragdes de (B) 0,05 mg/g; (C) 0,10 mg/g; (D) 0,15 mg/g ou (E-F) 0,20 mg/g. Como controle,
camundongos foram expostos ao hidrogel branco, sem 17-DMAG (A). Imagens representativas foram registradas
ao final do periodo de quatro semanas de exposicéo.

Fonte: Elaborado pela autora

Para melhor avaliar a intensidade da toxicidade causada pela exposi¢do ao 17-DMAG
por via topica em diferentes concentracdes, foram realizadas analises histoldgicas dos tecidos
da orelha, figado, baco e rim e imagens representativas sdo mostradas na figura 43.
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Figura 43 - Andlises histoldgicas de tecidos de camundongos BALB/c expostos, por via tdpica, ao 17-DMAG,
incorporado em hidrogel, com uso de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c, utilizando colares
elizabetanos, foram expostos diariamente, por via topica, a hidrogéis contendo 17-DMAG nas concentracées de
0,05 mg/g (B), 0,10 mg/g (C), 0,15 mg/g (D), 0,20 mg/g (E), ou ao hidrogel branco, como controle (A). Ap6s
guatro semanas de exposicdo, os animais foram eutanasiados e tiveram orelha (1), figado (2), baco (3) e rins (4)
removidos para analise histologica, apds coloracdo com H&E. (F) Tecidos de referéncia, sem manipulagéo;
Orelha: aumento 20x; Figado: aumento 40x; Baco: aumento 10x; Rim: aumento 40x. Seta vermelha ( ™=):
infiltrado inflamatério com edema; Seta verde ( ™%): crosta; Seta azul ( ™%): Glcera; Seta cinza (™):
Espessamento da epiderme com aumento do ndmero de queratindcitos. Referéncia de orelha (Fi1): orelha
contralateral dos animais expostos ao hidrogel branco. Referéncia de figado (F2) e rim (F.) retirados de Stenberg
et al., 2021. Referéncia de baco (F3) retirado de Schlusselhuber et al., 2013.

Fonte: Elaborado pela autora

A andlise histolégica das orelhas mostrou que houve inflamacdo, em diferentes
intensidades, em todos 0s grupos expostos ao hidrogel, incluindo o grupo controle (fig. 43). As
orelhas dos animais expostos ao hidrogel controle (fig. 43A1) ou contendo 0,05 mg/g de 17-
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DMAG (fig. 43B1) apresentaram inflamacgdo discreta com presenca de poucas células
mononucleares, raros neutrofilos, e espessamento da epiderme, com aumento do nimero de
queratindcitos, quando comparados a orelha ndo exposta (fig. 43F1). Os sinais inflamatérios
foram mais evidentes nas orelhas expostas ao hidrogel contendo 17-DMAG nas concentragdes
de 0,10 mg/g (fig. 43C1), 0,15 mg/g (fig. 43D1) ou 0,20 mg/g (fig. 43E1). Nos grupos expostos
ao 17-DMAG nas concentracgdes de 0,10 mg/g (fig. 43C1) e 0,15 mg/g (fig. 43D,) foi observada
inflamacédo discreta, com presenca de algumas células mononucleares, polimorfonucleares e
fibroblastos, além de apresentar edema e espessamento epidermal com formacéo de crosta e
ulceracdo. Na orelha dos animais expostos ao 17-DMAG na concentracdo de 0,20 mg/g foram
observadas caracteristicas inflamatdrias semelhantes ao observado nos outros grupos expostos
ao hidrogel contendo 17-DMAG, porém, é importante ressaltar que neste grupo foi observado
um edema mais expressivo (fig. 43E1). Adicionalmente, em nenhum dos grupos expostos
diariamente, por via tdpica, ao 17-DMAG em hidrogel ou ao hidrogel branco, sem o farmaco,
foram observados sinais de toxicidade sistémica, ao analisar-se o figado (fig. 43Az, B2, C», Do,
E>), baco (fig. 43As, Bs, Cs, D3, E3) ou rins (fig. 43A4, Ba, Ca, D, Es), a0 final de quatro
semanas de exposicao, quando comparados as imagens histologicas de referéncia (fig. 43F», F3
e Fy).

Devido a observacdo de que, mesmo quando expostos ao hidrogel branco, isto €, na
auséncia do farmaco 17-DMAG, os animais do grupo controle apresentaram recrutamento de
células infamatdrias para o local da aplicacdo, realizamos um ensaio para avaliar a toxicidade
do polimero CMC, responsavel pela gelificacdo do hidrogel, e os resultados sdo mostrados nas
figuras 44 e 45.



141

A Tegaderme B 1.0-
0.3 —- CMC 1% '
-+ CMC 2% 0.8 °
3 | 0.6
E Q"
(a) A
o < 0.4- n
o
4 02_
0.0-
SR
& RS
/\e& ¢ O

Semanas pés exposicao

Figura 44 - Avaliacao da toxicidade do CMC, aplicado por via topica em camundongos BALB/c, com uso
de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c saudaveis, utilizando colares elizabetanos, foram expostos
diariamente ao CMC, nas concentra¢des de 1% ou 2%, ou apenas ao tegaderm, como controle, durante quatro
semanas. (A) Espessura semanal da espessura da orelha dos animais expostos a0 CMC ou tegaderm. (B) Area sob
a curva (AUC) do grafico mostrado em “A”. Teste One-way ANOVA.

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 45 - Imagens representativas das orelhas de camundongos BALB/c ap6s quatro semanas de
exposicio por via topica ao CMC, com uso de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c saudaveis,
utilizando colares elizabetanos, foram expostos diariamente ao CMC, nas concentragdes de 1% (A) ou 2% (B), ou
apenas ao tegaderm (C), como controle, durante quatro semanas. As imagens representativas foram registradas ao
final do periodo de quatro semanas de exposi¢do.

Fonte: Elaborado pela autora

A anélise da espessura da orelha mostrou que, desde a primeira semana de exposicao,
0s animais de todos 0s grupos apresentaram aumento da espessura da orelha, em comparacao a
orelha contralateral (ndo exposta) (fig. 44A). Para todos 0s grupos, esse aumento foi continuo
até a segunda semana de exposicdo e se manteve constante até o final das quatro semanas de
avaliacdo. Adicionalmente, a analise da &rea sob a curva do acompanhamento mostrou que nao
houve diferenca na espessura da orelha ao longo das quatro semanas de andlise entre os
diferentes grupos (fig. 44B). Adicionalmente, comparadas a orelha contralateral, clinicamente
ndo foram observadas diferencas no aspecto do local da exposi¢éo entre 0s animais expostos ao
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CMC na concentracdo de 1% (fig. 45A), 2% (fig. 45B), ou apenas ao tegaderm (fig. 45C),

apenas uma leve vermelhid&o, que ndo foi observada na orelha contralateral.

4.5 AVALIACAO DA REVERSIBILIDADE DA TOXICIDADE DO 17-DMAG EM
HIDROGEL EM CAMUNDONGOS BALB/c INFECTADQOS POR L. braziliensis

A avaliacdo da reversibilidade da toxicidade causada pela aplicacdo topica do 17-
DMAG em hidrogel foi avaliada em camundongos BALB/c infectados com 10° de
promastigotas estacionarias de L. braziliensis. Apos trinta dias de infeccdo, ndo foram
observadas lesbes caracteristicas da leishmaniose tegumentar, com borda elevada e fundo
necrotico, bem desenvolvidas e com inflamacéo e secre¢do no local, sendo apresentadas apenas
pequenas papulas ou pequenas lesbes ulceradas. Como ndo foi possivel avaliar a eficicia da
aplicacdo topica do 17-DMAG neste experimento devido a evolugdo discreta das lesdes nos
animais infectados, o tratamento foi interrompido apds cinco semanas (fig. 46A) e a
reversibilidade da toxicidade causada pela exposicdo topica ao composto em hidrogel foi
avaliada ao longo de seis semanas adicionais, na auséncia do tratamento (fig. 46). Neste ensaio,

0s animais ndo utilizaram colares elizabetanos.
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Figura 46 — Avaliacdo da reversibilidade da toxicidade causada pela aplicagdo topica do 17-DMAG em
hidrogel, em camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram infectados na
orelha com 10° promastigotas de L. braziliensis em fase estacionaria e, apds duas semanas, foram diariamente
tratados com 17-DMAG incorporado em hidrogel, nas concentracfes de 0,08 mg/g; 0,16 mg/g ou 0,33 mg/g
durante cinco semanas e posteriormente acompanhados por seis semanas adicionais na auséncia de tratamento.
Como controle, animais infectados foram expostos ao hidrogel branco, sem 17-DMAG. Os resultados sdo
expressos como a diferenca da espessura da orelha tratada, em relacdo a contralateral. (A) Espessura semanal da
orelha dos animais tratados com 17-DMAG em hidrogel ou controle; (B) Area sobre a curva (AUC) da espessura
das orelhas mostradas em “A”. (C) AUC da espessura da orelha durante o tratamento. (D) AUC da espessura da
orelha apds suspensédo do tratamento. Teste One-way ANOVA, *** p < 0,001.

Fonte: Elaborado pela autora

Como observado no experimento de toxicidade in vivo, apenas o0s animais tratados por
via topica com o 17-DMAG em hidrogel na maior concentracdo testada, de 0,33 mg/g,

apresentaram aumento expressivo da espessura da orelha ao longo do periodo de tratamento
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(fig. 46A). Para os animais dos grupos tratados com 0,08 ou 0,16 mg/g de 17-DMAG em
hidrogel, ndo foi observado aumento da espessura da orelha, em comparagdo com 0 grupo
controle, em nenhum dos tempos avaliados (fig. 46A). Apenas no grupo tratado com 0,33 mg/g
de 17-DMAG incorporado em hidrogel apos trés semanas de tratamento, foi observado aumento
significativo da espessura da orelha no grupo tratado, em comparagdo com o grupo controle
(0,49 + 0,058 mm vs 0,19 £ 0,051 mm, respectivamente — Teste One-way ANOVA, **** p <
0,0001) (fig. 46A). Adicionalmente, ndo foi observado significancia estatistica na analise da
area sob a curva (AUC) das medicdes das espessuras das orelhas dos animais dos grupos
tratados, ao longo das treze semanas de acompanhamento, em nenhuma das concentragdes
testadas (0,08 mg/g: 1,688 + 1,179; 0,16 mg/g: 2,176 + 1,451; 0,33 mg/g: 3,095 £ 1,914), em
comparacado ao grupo controle (1,868 + 1,448) (fig. 46B).

Considerando-se apenas a area sob a curva (AUC) das medicdes da espessura da orelha
dos animais durante o periodo de tratamento, ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
tratados com o0 17-DMAG em hidrogel nas concentracdes de 0,08 mg/g (0,585 + 0,135) ou 0,16
mg/g (0,855 + 0,25), em comparagdo com o grupo controle, tratado com o hidrogel branco (0,67
+ 0,2). Apenas para a concentracdo de 0,33 mg/g de 17-DMAG em hidrogel foi observada
diferenca na AUC das medicGes da espessura da orelha dos animais tratados, em comparacgao
ao grupo controle (1,352 + 0,271 vs 0,67 + 0,2, respectivamente — Teste One-way ANOVA,
*** p < 0,001) (fig. 46C). Adicionalmente, considerando-se apenas a AUC das medigdes da
espessura da orelha dos animais apds a suspensao do tratamento, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos dos animais tratados com as diferentes concentracdes do 17-DMAG
em hidrogel (0,08 mg/g: 1,663 = 0,89; 0,16 mg/g: 1,907 + 0,679; 0,33 mg/g: 2,37 + 0,61), em
comparagdo com o grupo controle (1,678 + 0,908) (fig. 46D). Foi observado que, duas semanas
apos a interrup¢do do tratamento, houve uma diminuicdo progressiva da espessura da orelha
dos animais tratados com 0 17-DMAG na concentracdo de 0,33 mg/g em hidrogel (fig. 46A), o
que se refletiu na AUC das mensuracdes da espessura da orelha nesse periodo (fig. 46D). Seis
semanas apos a interrupcdo de tratamento, as medidas das espessuras das orelhas foram
similares entre os diferentes grupos tratados (0,08 mg/g: 0,183 + 0,028 mm; 0,16 mg/g: 0,193
+ 0,093 mm; 0,33 mg/g: 0,167 £+ 0,029 mm), em comparagéo ao grupo controle (0,2 + 0,1 mm),
sem diferengas estatisticas entre os grupos (fig. 46A).

Em conjunto, esses resultados mostram que apenas na maior concentracdo testada do
17-DMAG em hidrogel foi observada toxicidade nos animais, em comparagdo ao grupo
controle (fig. 46A). Adicionalmente, esses resultados nos permitem inferir que a toxicidade

causada pelo 17-DMAG na concentracdo de 0,33 mg/g, refletida no aumento da espessura da
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orelha dos animais tratados, pode ser revertida apos a suspensao do tratamento. Em suma, esses
resultados indicam que concentracdes mais elevadas do 17-DMAG podem ser utilizadas para
avaliacdo da eficacia do tratamento topico, uma vez que, mesmo com ocorréncia de toxicidade,

esta pode ser revertida, apds finalizacdo do tratamento.

4.6 AVALIAC,‘AO DA EFICACIA DO 17-DMAG EM BASE SEMISSOLIDA DE
HIDROGEL, APLICADO POR VIA TOPICA, NO CONTROLE DA INFEC(;AO DE
CAMUNDONGOS BALB/c POR L. braziliensis

A eficéacia do tratamento de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis usando
0 17-DMAG em hidrogel por via topica foi avaliada em dois ensaios: (i) sem o uso de colares
elizabetanos (fig. 47 e 48) ou (ii) com o uso de colares elizabetanos (fig. 49 e 50).

Uma vez que, no experimento de toxicidade sem o uso de colares elizabetanos, foi
demonstrado que apenas quando expostos diariamente a concentracdo de 0,30 mg/g de 17-
DMAG em hidrogel, os animais apresentaram sinais de toxicidade local, apenas as
concentracdes de 0,15; 0,20 e 0,25 mg/g de 17-DMAG em hidrogel foram testadas para a
avaliacdo da eficacia deste tratamento topico no controle da infeccdo de camundongos BALB/c
por L. braziliensis. Os resultados dessa analise sdo mostrados na figura 47.

A partir das mensuragcfes semanais das espessuras das orelhas dos animais tratados por
via topica com diferentes concentra¢bes do 17-DMAG, sem o uso de colares elizabetanos, foi
possivel observar que o tratamento da infeccdo experimental de camundongos BALBI/c
utilizando esse farmaco, por via tépica, ndo reduziu as lesbes causadas pela infec¢do ao longo
do tempo avaliado, em comparacdo com a espessura das orelhas dos animais dos grupos
controles (n&o tratado ou tratado com o hidrogel branco, sem o farmaco) (fig. 47A). Em nenhum
dos tempos avaliados (1, 2, 3 ou 4 semanas de tratamento) foi observada reducdo da espessura
da orelha dos animais submetidos ao tratamento, mesmo que de forma transitéria (fig. 47A).
Ap0s quatro semanas, tempo maximo de tratamento com aplicacgéo diaria do 17-DMAG por via
topica, ndo foram observadas diferencas na espessura da orelha infectada, em comparacdo com
a contralateral, dos animais tratados diariamente com o 17-DMAG nas concentracdes de 0,15
mg/g (0,332 £ 0,15 mm), 0,20 mg/g (0,3 £ 0,169 mm) ou 0,25 mg/g (0,43 £ 0,181 mm), em
comparagdo com o grupo ndo tratado (0,184 + 0,142 mm) ou o grupo tratado com o hidrogel
branco (0,214 + 0,112 mm) (Teste One-way ANOVA) (fig. 47A). De maneira similar, ndo
foram observadas diferencas na area sob a curva (AUC) das medidas semanais das espessuras
das orelhas dos animais tratados (0,15 mg/g: 1,903 £ 1,014; 0,20 mg/g: 1,214 £ 0,441; 0,25
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mg/g: 1,78 £ 0,765), em comparacao aos controles (ndo tradado: 1,16 + 0,837; hidrogel branco:
1,389 + 0,618) (fig. 47B).
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Figura 47 — Avaliacdo da eficacia do tratamento tépico com o 17-DMAG, incorporado em hidrogel, no
controle da infeccdo e camundongos BALB/c por L. braziliensis, sem uso de colares elizabetanos.
Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e,
apos trés semanas de infeccdo, foram tratados diariamente, por via topica, com 17-DMAG incorporado em hidrogel
nas concentracdes de 0,15 mg/g; 0,20 mg/g ou 0,25 mg/g. Como controles, animais infectados ndo foram expostos
a nenhum tratamento e animais infectados foram tratados com o hidrogel branco, sem 17-DMAG. Os resultados
sdo expressos como a diferencga da espessura da orelha infectada em relagdo a contralateral. (A) Espessura semanal
da leséo na orelha dos animais tratados com o hidrogel branco ou com as diferentes concentrac6es de 17-DMAG.
(B) Area sobre a curva (AUC) da espessura das lesdes mostradas em “A”. Teste One-way ANOVA.

Fonte: Elaborado pela autora

A figura 48 mostra imagens representativas das orelhas dos animais tratados com
diferentes concentragdes do 17-DMAG em hidrogel, por via topica, apds quatro semanas de
tratamento. De acordo com as imagens, foi observado que o aspecto das lesdes nas orelhas dos
animais do grupo ndo tratado (fig. 48A), ao final do periodo de acompanhamento (sétima
semana de infecgéo), foi similar ao observado no grupo tratado com o hidrogel branco (fig.
48C), onde observam-se lesdes pequenas, mas notaveis, em fase de regressao, com hiperemia
e aspecto de inflamacéo local. Apesar de ndo ter sido observada reducéo na espessura da orelha
dos animais tratados com 0,15 mg/g de 17-DMAG, a lesdo na orelha dos animais deste grupo
apos quatro semanas de tratamento apresentou-se como uma ferida reduzida, com hiperemia
dispersa na regido da aplicacdo (fig. 48E). De maneira similar, os animais tratados com 0,20
mg/g de 17-DMAG (fig. 48G) apresentaram, ap0s quatro semanas de tratamento, hiperemia
localizada e sem leséo ulcerada, similar ao observado no grupo tratado com o hidrogel branco
(fig. 48G). Por fim, nos animais tratados com 0,25 mg/g de 17-DMAG diariamente, por via
topica, ap6s quatro semanas de tratamento (fig. 481 e K) foi observado lesdes abertas e

ulceradas, com secrecdo purulenta (fig. 48l), indicativo de inflamacdo local, além da presenca
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de hiperemia localizada (fig. 481) ou dispersa (fig. 48K). Além disso, neste grupo foi observada
a presenca de tecido cicatricial em todo o local de aplicacéao (fig. 48K), que pode ter contribuido
para 0 aumento da espessura da orelha observado ao final do tratamento deste grupo, mesmo
na auséncia de diferencas estatisticas (fig. 48A). Com relacdo aos linfonodos, ndo foram
observadas diferencas nos tamanhos deste 6rgéo entre os animais dos grupos tratados por via
topica com diferentes concentrag@es do 17-DMAG (fig. 48F; H; J; L), em comparagdo com 0s

linfonodos dos animais dos grupos controles (fig. 48B e D).

Figura 48 — Imagens representativas das orelhas e linfonodos de camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis apds quatro semanas de tratamento por via topica com o 17-DMAG, incorporado em hidrogel,
na auséncia de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, apds trés semanas de infec¢do, foram tratados diariamente, por via
topica, com 17-DMAG, incorporado em hidrogel, nas concentracdes de (E-F) 0,15 mg/g; (G-H) 0,20 mg/g ou (I-
L) 0,25 mg/g. Como controles, animais infectados ndo foram expostos a nenhum tratamento (A-B) e animais
infectados foram tratados com o hidrogel branco, sem 17-DMAG (C-D). Ap6s quatro semanas de tratamento, 0s
animais foram eutanasiados e tiveram a orelha e linfonodo removidos.

Fonte: Elaborado pela autora

Em conjunto, na auséncia do emprego de colar elizabetano, os resultados obtidos
mostram que a aplicacdo diaria do 17-DMAG em hidrogel, por via tpica, promoveu uma
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melhora do aspecto da leséo, que, no entanto, ndo refletiu na reducdo do tamanho da lesdo em
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis.

No segundo ensaio realizado, para evitar a remogdo do tratamento, foram utilizados
colares elizabetanos. Assim, decidimos utilizar concentracdes menores do 17-DMAG pois 0
tempo de exposi¢do dos animais ao farmaco seria maior. Apesar de ter sido observado, no
ensaio de toxicidade com o uso de colares elizabetanos que a AUC das mensuragdes diarias do
tratamento por via topica mostrou aumento da espessura da orelha em todas as concentragdes
testadas, exceto na de 0,05 mg/g (fig. 41), testamos a eficacia do 17-DMAG em hidrogel nas
concentragfes de 0,05 mg/g; 0,10 mg/g ou 0,15 mg/g (fig. 49). Além disso, no teste de
toxicidade anteriormente realizado com uso de colares elizabetanos, foi observado também que
a exposicdo topica ao hidrogel branco, sem o farmaco, causou recrutamento de células
inflamatdrias para o local da aplicacdo (fig. 43A). Assim, realizamos a analise comparativa
entre os grupos tratados com 0,10 mg/g ou 0,15 mg/g de 17-DMAG e o0 grupo néo tratado,
excluindo o grupo tratado com o hidrogel branco, eliminando a influéncia da aplicagdo do
hidrogel na espessura das orelhas infectadas e tratadas com o0 17-DMAG durante trés (fig. 49B)
ou quatro semanas (fig. 49C). O tratamento com 0,10 mg/g de 17-DMAG em hidrogel por via
topica ndo reduziu a espessura da orelha dos animais tratados, em compara¢do com 0 grupo
controle (0,414 + 0,148 mm vs 0,644 £+ 0,219 mm, respectivamente — Teste One-way ANOVA),
apos trés semanas de tratamento (fig. 49B). Entretanto, ap6s 0 mesmo periodo, o tratamento
com 0,15 mg/g de 17-DMAG em hidrogel por via topica causou reducdo da espessura da orelha
dos animais tratados, em comparacao ao grupo controle ndo tratado (0,314 + 0,161 mm vs 0,644
+ 0,219 mm, respectivamente — Teste One-way ANOVA, * p < 0,05) (fig. 49B).
Adicionalmente, foi observado que, apds quatro semanas de tratamento, tanto os animais
tratados com 0,10 mg/g quanto 0,15 mg/g de 17-DMAG em hidrogel, por via topica,
apresentaram diminuicdo da espessura da orelha, em comparacdo com o grupo controle ndo
tratado (0,282 = 0,099 mm vs 0,284 + 0,11 mm vs 0,534 + 0,193 mm, respectivamente — Teste
One-way ANOVA, * p < 0,05) (fig. 49C).
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Figura 49 — Avaliacdo da eficacia do tratamento tépico com o 17-DMAG, incorporado em hidrogel, no
controle da infeccdo e camundongos BALB/c por L. braziliensis, com uso de colares elizabetanos.
Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10° promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e,
apos trés semanas de infeccéo, foram tratados diariamente, por via tépica, com 17-DMAG incorporado em hidrogel
nas concentracfes de 0,05 mg/g; 0,10 mg/g ou 0,15 mg/g, utilizando colares elizabetanos. Como controle, animais
infectados foram tratados com o hidrogel branco, sem 17-DMAG. Os resultados sdo expressos como a diferenca
da espessura da orelha infectada em relacdo a contralateral. (A) Espessura semanal da lesdo na orelha dos animais
tratados com o hidrogel branco ou com as diferentes concentracdes de 17-DMAG. (B-C) Espessura da lesdo na
orelha dos animais tratados com o hidrogel branco ou com as diferentes concentragdes de 17-DMAG apds (B) trés
ou (C) quatro semanas de tratamento. Teste One-way ANOVA, * p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora
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O aspecto semanal das orelhas dos animais infectados e tratados ou ndo com as
diferentes concentragdes do 17-DMAG em hidrogel, com uso de colar elizabetano, bem como

o linfonodo desses animais, apds 28 dias de tratamento, sdo mostrados na figura 50.

i
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Figura 50 — Imagens representativas das orelhas e linfonodos de camundongos BALB/c infectados por L.
braziliensis ao longo de quatro semanas de tratamento por via topica com o 17-DMAG, incorporado em
hidrogel, com uso de colares elizabetanos. Camundongos BALB/c foram infectados na orelha com 5x10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e, ap0s trés semanas de infeccdo, foram tratados diariamente, por via
topica, com 17-DMAG, incorporado em hidrogel, nas concentracGes de (C) 0,05 mg/g, (D) 0,10 mg/g ou (E) 0,15
mg/g. Como controles, animais infectados ndo foram expostos a henhum tratamento (A) ou animais infectados
foram tratados com o hidrogel branco, sem o 17-DMAG (B). Apds quatro semanas de tratamento, 0s animais
foram eutanasiados e tiveram a orelha e linfonodo removidos. (A) Néo tratado; (B) Hidrogel branco; (C) 0,05
mg/g; (D) 0,10 mg/g; (E) 0,15 mg/g; (1) Orelha ap6s uma semana de tratamento; (2) Orelha apds duas semanas de
tratamento; (3) Orelha ap6s trés semanas de tratamento; (s) Orelha apds quatro semanas de tratamento; (s)
Linfonodo retroauricular ap6s quatro semanas de tratamento.

Fonte: Elaborado pela autora

Em concordancia com os dados das mensuracdes das orelhas dos animais infectados e
tratados ou ndo com o 17-DMAG por via tépica (fig. 49), na analise do aspecto das lesdes destes

animais foi observado que, tanto para o grupo controle ndo tratado (fig. 50A1-As) quanto para
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0 grupo controle tratado com o hidrogel branco (fig. 50B1-Ba4), houve evolugéo da leséo causada
pela infeccdo ao longo do tempo analisado, sendo observado, na quarta semana de avaliacéo,
lesbes com aspecto ulcerado, de bordas elevadas e com secrecdo purulenta, caracteristicas de
inflamacéo local, causada pela infeccdo por L. braziliensis e edema. De maneira similar, o grupo
tratado com 0,05 mg/g de 17-DMAG em hidrogel por via topica apresentou evolugdo da lesdo
ao longo das semanas de acompanhamento e, na quarta semana de avaliagdo, as lesdes
apresentaram aspecto de ferida ulcerada, também com secrecdo purulenta (fig. 50C1-Ca).
Entretanto, em concordancia com os resultados das mensuracdes das orelhas mostradas na
figura 49, os resultados mostraram que as orelhas dos animais tratados com 0,10 mg/g (fig.
50D:-D4) ou 0,15 mg/g (fig. 50E1-E4) apresentaram uma melhora clinica evidente, com reducao
da area de lesdo causada pela infec¢do ao longo das semanas de tratamento e, ap0s quatro
semanas de tratamento, foram observadas lesdes menores, em comparagdo com 0s outros trés
grupos descritos acima, com caracteristicas de cicatrizagao, especialmente para o grupo tratado
com 0,10 mg/g de 17-DMAG (fig. 50Ds). Para ambos 0s grupos, apds quatro semanas de
tratamento, poucos animais apresentaram secrecao purulenta no local da infeccao/tratamento e
raros apresentaram lesdes ulceradas, com bordas elevadas e fundo necrético (fig. 50C1-Cs €
50D:-Ds). E importante ressaltar que a aplicacdo topica do 17-DMAG em hidrogel, em todas
as concentracOes testadas, mostrou ser bem tolerada pelos animais, mesmo na presenca de
lesGes ulceradas.

Em relacdo ao tamanho dos linfonodos ndo foram observadas diferencas entre os
animais dos grupos tratados com as diferentes concentragdes do 17-DMAG e aqueles dos
grupos controles (50As; Bs; Cs; Ds e Es). No que diz respeito ao peso dos animais, ndo foram
observadas diferencgas ao longo das quatro semanas de tratamento entre 0s animais em uso de
colares elizabetanos ou o0 grupo ndo tratado, que ndo utilizou esse aparato, demonstrando que
ele ndo interfere na alimentacdo e hidratacao desses animais (dados ndo mostrados).

Em conjunto, esses dados mostram que o tratamento por via topica com 0,10 mg/g ou
0,15 mg/g de 17-DMAG, aplicado diariamente e com uso de colares elizabetanos, é eficaz no
controle da infeccdo experimental de camundongos BALB/c por L. braziliensis, especialmente
guando aplicado por quatro semanas, e pode ser indicado como um potencial candidato eficaz

no tratamento ndo invasivo da leishmaniose tegumentar.
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5 DISCUSSAO

No presente capitulo, avaliamos a eficacia da aplicacdo do 17-DMAG por via topica,
incorporado em base semissolida de hidrogel, no controle da infeccdo in vivo de camundongos
BALB/c por L. braziliensis. Mostramos, inicialmente, que a concentracdo do 17-DMAG
necessaria para causar morte de 50% da cultura de células de linhagem de queratindcitos
humanos (HaCaT) foi mais de quatro vezes maior que aquela contra os macrofagos primarios,
e quase duas mil vezes maior que contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis. Devido a
nossa formulacdo ser pensada para uma aplicacdo tdpica, era imprescindivel que o farmaco
fosse seguro para células de linhagem da pele (Carvalheiro et al., 2021; Sosa et al., 2022).

Diversos trabalhos que estudam novas moléculas a serem testadas para tratamento de
leishmaniose cutanea com aplicacdo por via topica, realizam, inicialmente, ensaios in vitro com
células HaCaT para estimar a toxicidade que poderd, posteriormente, ser observada sobre a
pele, em ensaios in vivo (Berenguer et al., 2019, 2020; Moreno et al., 2019; Carvalheiro et al.,
2021; Ferreira et al., 2021; Brustolin et al., 2022). Resultados similares aos nossos foram
obtidos por Moreno e colaboradores (2019), que observaram que o composto Dapsona causa
maior toxicidade sobre amastigotas intracelulares de L. major e L. braziliensis que sobre
macrofagos peritoneais e células HaCaT, respectivamente. Recentemente, Brustolin e
colaboradores (2022), mostraram que a toxicidade do composto cinamaldeido foi similarmente
maior para amastigotas intracelulares de L. amazonensis que para HaCaT. Em ambos o0s
trabalhos, com base nos ensaios realizados in vitro, é sugerida a seguranca da aplicacdo topica
desses compostos em ensaios in vivo. Dessa forma, a alta concentragdo do 17-DMAG
necessaria para causar toxicidade as células HaCaT mostrada nos nossos ensaios, somada a
diferencga de quase duas mil vezes entre 0 CCso do 17-DMAG para células HaCaT e o I1Cso para
amastigotas intracelulares de L. braziliensis confirmam a seguranca de podermos testar o
composto por via topica.

Posteriormente, avaliamos a estabilidade do 17-DMAG em base semissolida de
hidrogel, ao longo de 90 dias, expostos a diferentes temperaturas. Essa etapa do estudo mostrou
que a formulagéo do 17-DMAG em base semissélida de hidrogel € estavel por, pelo menos, 90
dias, quando estocado a temperatura ambiente ou a 4 °C, mas ndo quando armazenadas a 37
°C. Diferentes fatores séo descritos na literatura como sendo capazes de afetar a estabilidade de
um farmaco, incluindo exposicéo a luz, pH, oxidagéo e temperatura (Briscoe and Hage, 2021).
N&o foram encontrados relatos na literatura da incorporacdo do 17-DMAG em bases

semissolidas para aplicagdes topicas, porém, é descrito que o 17-DMAG é estavel, quando
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estocado a temperatura ambiente, por pelo menos dois meses (GLAZE et al., 2005). Em estudo
avaliando a estabilidade de um outro antibiotico, a tetraciclina, em hidrogel foi observado que,
apesar da incorporacdo do composto em base semissolida ter aumentado a sua estabilidade,
houve uma reducéo da concentracdo do farmaco ao longo de 63 dias quando exposto a 23 °C,
ndo observado a 5 °C (KOSTRZEBSKA et al., 2021). Essa reducdo da estabilidade também foi
acompanhada de alteragdo na coloracdo do farmaco (KOSTRZEBSKA et al., 2021), em
analogia ao observado para a formulagio do 17-DMAG em nosso estudo. E importante ressaltar
que, devido a prevaléncia de casos de leishmaniose em paises em desenvolvimento e areas
rurais ou de dificil acesso, acreditamos que a pesquisa por novos medicamentos que apresentam
estabilidade a temperatura ambiente ou mais elevadas pode facilitar as possibilidades de
transporte e alocacdo deles, aumentando o alcance do tratamento em regides mais remotas dos
paises atingidos por esta doenca negligenciada. Dessa forma, os resultados obtidos indicam que
ha necessidade de ajustes nesta formulacédo tépica do 17-DMAG, que seré feita em etapas do
desenvolvimento pré-industrial, com a adi¢do de agentes estabilizantes, objetivando melhorar
a estabilidade da molécula para que possa ser posteriormente testada em humanos.

Avaliamos também o perfil de liberacdo do 17-DMAG a partir da base semissélida do
hidrogel, onde o composto foi previamente incorporado, e observamos que o farmaco foi
liberado mais rapidamente nas primeiras 12 h e de maneira continua e mais sustentada nas 12
h seguintes, totalizando a liberagdo de aproximadamente 60% do composto durante as 24 h de
analise. Este resultado esta de acordo com a literatura pois a configuracdo em formato de malha
polimérica do hidrogel possibilita uma liberacdo sustentada do principio ativo ao longo do
tempo (HAMIDI et al., 2008; BHOWMIK et al., 2012; ANSELMO et al., 2018; SENAPATI
etal., 2018; SINGH et al., 2019). Resultado similar foi observado por Sharma et al. (2018) que
mostraram que o antibiético levofloxacino ao ser incorporado em hidrogel composto pelo
polimero chitosana, apresentou uma liberacdo da malha do gel de forma sustentada, tendo um
percentual de cerca de 70% do farmaco liberado apds 60 h de incubagdo. Malik et al.(2017)
também observaram resultados similares utilizando o farmaco hidrofilico antiviral aciclovir,
gue ao ser incorporado em hidrogel composto pelo polimero CMC e conjugado ao
oligossacarideo B-ciclodextrina, teve liberagdo de 60% nas primeiras 18 h e 100% ao fim de 24
h. E possivel que a liberacdo controlada do 17-DMAG tenha algum papel na reducio da
ocorréncia de toxicidade local e sisttmica (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014; ANSELMO et
al., 2018). Estudos deverdo ser realizados para avaliar este efeito nos tratamentos ex vivo

utilizando modelo de permeagéo com pele humana ou de porco.
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Para estabelecer os parametros relacionados aos ensaios in vivo, testamos a toxicidade
da formulacéo topica do 17-DMAG aplicada em orelhas de camundongos BALB/c saudaveis.
A formulacéo foi testada em diferentes concentracdes de 17-DMAG em animais utilizando ou
ndo colar elizabetano. Com o emprego desse dispositivo, que protege o local de aplicacdo da
formulacéo, o0 17-DMAG causou toxicidade mesmo nas concentragdes mais baixas, ndo sendo
toxica apenas na menor delas, 0,05 mg/g do fa&rmaco em hidrogel. Colares elizabetanos
constituem uma medida ndo farmacéutica frequentemente recomendada na veterinaria para
evitar o contato da boca ou das patas dos animais com regibes especificas do corpo, como
abdémen ou orelha, evitando contaminagBes pds cirlrgicas ou remocgdo de tratamentos ou
dispositivos externos colocados nesses animais (SHENODA et al., 2020). A utilizacdo de
colares elizabetanos evita também a remocéo de tratamentos topicos aplicados em animais que
possuem habito de limpeza com a lingua e, consequentemente, aumentam o tempo de exposicao
ao farmaco que, em Gltima instancia, pode levar ao aparecimento de sinais de toxicidade local
em modelos experimentais (COHN; COTE, 2020; STAPLETON; LEE, 2021). Resultado
similar ao encontrado no presente estudo foi observado por Rauktys (2008), que observou
aumento da exposicao do farmaco rapamicina e de sua taxa de absor¢do quando aplicado por
via tépica no tratamento de tumores em camundongos nude. Como esperado, a toxicidade local
observada em nosso estudo ndo causou toxicidade em Orgdos internos (ANSELMO;
MITRAGOTRI, 2014; ANSELMO et al., 2018). Similar a outro estudo (JO et al., 2014), a base
de hidrogel sem o composto se mostrou toxico, com aumento da espessura da orelha exposta
em comparacdo com a contralateral. De fato, a exposicdo prolongada da pele a qualquer
substancia, incluindo compostos inofensivos, como a agua, pode levar a algum grau de irritacdo
(WELSS et al., 2004). Assim, outros fatores, como o veiculo ou a manipulacdo podem
contribuir para a toxicidade detectada em nosso estudo. Alternativamente, é possivel que, em
nosso estudo, o achado de células inflamatdrias recrutadas para o local da exposicéo do hidrogel
seja causado pela manipulacdo diéria da orelha dos animais, uma vez que a leséo fisica do tecido
pode produzir uma resposta inflamatéria local, com dilatacdo dos vasos e recrutamento de
células para o sitio da lesdo (CHEN et al., 2018).

A reversibilidade da toxicidade detectada em animais tratados com hidrogel contendo
17-DMAG ou o hidrogel controle, estdo de acordo com a reversdo de toxicidade, apos a
suspenséo do tratamento, observada em animais com onicomicose tratados com eficonazol por
via tdpica (Jo et al., 2014). Adicionalmente, a toxicidade em animais apresentando tumores
epiteliais causada pelo tratamento com inibidores do receptor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR) foi reversivel apos a suspensao do tratamento (Li and Perez-Soler, 2009).
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Além disso, foi anteriormente descrito que ensaios de toxidadade tépica em modelo animal
superestimam a possibilidade de toxicidade no homem, ndo sendo assim, necessariamente,
preditivos desse parametro clinico (WELSS et al., 2004; BASKETTER et al., 2012). Dessa
forma, nossos achados apontaram para a possibilidade de testarmos a eficacia do 17-DMAG
por via topica no tratamento da leishmaniose cutanea em modelo animal.

Assim, avaliamos a eficacia do 17-DMAG no modelo de leishmaniose cutinea de
BALB/c infectados com L. braziliensis, utilizando colar elizabetano. Aqueles tratados
diariamente com formulacdes contendo as duas maiores concentragdes do 17-DMAG (0,10
mg/g e 0,15 mg/g), apresentaram reducdo na espessura da orelha, em comparagdo aos animais
ndo tratados, além de termos observado fechamento da lesdo ao final do tratamento. Outros
estudos que utilizaram o tratamento topico com base em hidrogel contendo diferentes farmacos
mostraram reducdo da lesdo ou cicatrizacdo da pele em diferentes modelos experimentais de
leishmaniose cutanea causada por L. amazonensis (GONCALVES et al., 2005), L. braziliensis
(GONCALVES et al., 2005) e L. major (ASHKANI-ESFAHANI et al., 2014). Em nosso
estudo, a resolucdo da lesdo dos animais tratados, ndo veio acompanhada de reducdo do
tamanho dos linfonodos drenantes, sugerindo que o0 17-DMAG, quando aplicado por via topica,
ndo alcanca vias sistémicas de distribui¢do. A reducdo da carga parasitaria em 6rgaos internos,
apos a aplicacdo de medicamentos por via topica no tratamento da leishmaniose cutanea, sé é
possivel se houver uma absorcéo sistémica do farmaco, atingindo concentracfes leishmanicidas
nos fluidos corporais (SCHMIDT-OTT et al., 1999).

A reducdo da lesdo em camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e tratados
por via tépica com membrana de celulose bacteriana impregnada com dietilditiocarbamato
(DETC) também levou a reducdo do tamanho e da carga parasitaria da lesdo, mas ndo no
linfonodo de drenagem (CELES et al, 2016). Uma vez que a persisténcia de parasitos, apos o
tratamento, tem sido descrito na literatura, tanto em modelos animais quanto em seres humanos
infectados, podendo levar ao reaparecimento de lesdes curadas em casos de imunossupresséo
(DE ROSSELL etal., 1992; AEBISCHER, 1994; BOGDAN et al., 2000). Assim, especulamos
que, a ndo reducgdo do tamanho do linfonodo ap6s o tratamento tépico com o 17-DMAG, pode
indicar a manutencdo de ceélulas infectadas no linfonodo drenante desses animais e,
eventualmente, levar a posterior recidiva de lesbes cicatrizadas. Para testar esta hipotese,
ensaios para avaliar uma possivel recidiva em animais tratados por via topica serdo realizados,
a semelhanca daqueles que avaliamos a recidiva do 17-DMAG aplicado por via intraperitoneal.

A associacdo de medicamentos constitui uma alternativa promissora para o tratamento

das lesGes causadas por Leishmania, pois podem promover a reducdo das doses dos farmacos,
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consequentemente reduzindo as chances de ocorréncia de toxicidade, além de reduzir custos
(MACHADO et al., 2021). Recentemente demonstrado por Celes et al. (2022), em um ensaio
clinico piloto, que a associagdo do tratamento com antimoniais pentavalentes, por via
parenteral, associado ao uso de biocurativos de celulose bacteriana por via topica, sobre as
lesbes, causou um aumento na taxa de cura das lesGes nos pacientes ap6s 60 dias, quando
comparado ao uso do antimonial pentavalente como tratamento Unico, e sem ocorréncia de
reacOes adversas locais. Dessa forma, em concordancia com os dados da literatura, nossos
achados apontam, em conjunto, que o 17-DMAG tem potencial para ser utilizado por via topica,
como tratamento associado a farmacos empregados por via sistémica em concentracdes nao

toxicas para o hospedeiro.
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6 CONCLUSAO

O tratamento por via topica com 0,10 mg/g ou 0,15 mg/g de 17-DMAG incorporado em
hidrogel, aplicado diariamente e com uso de colares elizabetanos, ndo € toxico aos animais e é
eficaz no controle da infeccdo experimental de camundongos BALB/c por L. braziliensis,
especialmente quando aplicado por quatro semanas, podendo ser indicado como um potencial
candidato eficaz no tratamento ndo invasivo da leishmaniose tegumentar, como tratamento

Unico ou associado.
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7 PERSPECTIVAS

v

v

v

Verificar a carga parasitaria na orelha e linfonodo drenante de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados com o0 17-DMAG por via topica;

Avaliar o efeito da combinagdo do 17-DMAG com o Glucantime ou Anfotericina B,
contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. braziliensis, in vitro;
Estabelecer esquemas terapéuticos eficazes no controle da infecgdo de camundongos
BALB/c por L. braziliensis utilizando o 17-DMAG aplicado por via topica associado
ao 17-DMAG, Glucantime ou Anfotericina B, aplicado por via intraperitoneal.

Avaliar a eficdcia do 17-DMAG por via topica, associado a Miltefosina por via oral, no
controle da infecgdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis.
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6 CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PLGA
CONTENDO 17-DMAG, UM INIBIDOR DA Hsp90

1 INTRODUCAO

Os tratamentos atualmente indicados para as leishmanioses levam em consideracédo a
espécie causadora da doenca, os sintomas clinicos apresentados pelos pacientes e o estado
imunoldgico do paciente acometido, como presenca de gravidez ou imunossupressao (WHO,
2021). As drogas de primeira escolha recomendadas para o tratamento sdo 0s antimoniais
pentavalentes e, outros farmacos como pentamidina, paromomicina e anfotericina B,
desoxicolato ou lipossomal, podem ser indicados em alguns casos (DE MENEZES et al.,
2015b; WHO, 2021). Entretanto, todos esses medicamentos incluem algum tipo de limitacéo
ao seu uso, que incluem a via de administracdo invasiva, a ocorréncia de efeitos colaterais
graves e/ou o custo elevado, no caso da anfotericina B lipossomal (DE MENEZES et al., 2015b;
WHO, 2021). Além disso, esses tratamentos ndo levam a cura parasitologica, o que pode levar
a falha terapéutica e recidiva da doenca nos pacientes (Copeland & Aronson, 2015; WHO,
2021). Dessa forma, buscando superar essas limitacGes, a busca por novos alvos terapéuticos
tem se mostrado necessaria.

Inibidores da Hsp90 tém sido estudados com potencial antiparasitario. Estudos
realizados anteriormente por nossa equipe demonstraram que os inibidores geldanamicina, 17-
AAG e 17-DMAG séo capazes de causar a morte de promastigotas axénicas de L. amazonensis
em concentracfes ndo toxicas para as células de linhagem monocitica humana, THP-1 (Palma
et al., 2019). Adicionalmente, foi mostrado por nosso grupo que o 17-AAG é capaz de causar
a morte de amastigotas intracelulares de L. amazonensis em concentra¢fes nao toxicas para 0s
macrofagos peritoneais, além de reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias como TNF
e IFN (Petersen et al., 2012a). Complementarmente, SANTOS e colaboradores (2014)
mostraram que o 17-AAG ¢ capaz de causar a morte in vitro de amastigotas intracelulares de
L. braziliensis e, in vivo, € capaz de causar a reducdo da leséo e da carga parasitaria na orelha
de camundongos BALB/c infectados por esta espécie de Leishmania e tratados com este
farmaco. Alguns estudos mostram que a morte de Leishmania por inibidores da Hsp90 pode
ocorrer pela formagéo de proteinas truncadas (Chiosis et al., 2004b; XIAO et al., 2006; Sidera

and Patsavoudi, 2013) ou pela ativagdo anormal da via autofagica e, apesar de a avaliacdo dos
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mecanismos de agédo do inibidor 17-DMAG na morte de L. braziliensis n&o ser o foco deste
trabalho, é evidente que estes inibidores sdo eficazes na morte destes parasitos (Petersen et al.,
2021).

Em estudos pilotos realizados por nossa equipe, foi observado que a aplicacdo diaria de
20 mg/kg do 17-DMAG em camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis € capaz de
controlar a infeccdo, levando a reducdo do tamanho da lesdo e da carga parasitéria tanto na
orelha infectada quanto no linfonodo drenante destes animais, além de reduzir a producao de
citocinas proinflamatorias, como IFN-g e TNF (dados ndo publicados) que, em conjunto,
evidenciam o potencial leishmanicida e antiinflamatério do 17-DMAG, que sdo vantajosos no
tratamento da leishmaniose tegumentar. Entretanto, apds tempos prolongados de tratamento, 0s
animais submetidos ao tratamento com este farmaco comecaram a exibir caracteristicas de
toxicidade como apatia, perda de peso e secrecdes oculares purulentas (dados ndo publicados).

Sistemas de entrega de farmacos baseados em nanoparticulas constituem uma inovagao
na medicina, onde as moléculas encapsuladas (chamadas de “carga util”) recebem protecao da
estrutura da nanoparticula, possibilitando a liberagdo sustentada e controlada do composto ao
longo de um tempo determinado, caracterizando os nanomedicamentos como sistemas de
liberagdo controlada de farmacos (ZHANG et al.,, 2008; FORMIGA et al., 2009;
YILDIRIMER et al., 2011; Ldpez-Serrano et al., 2014; WOLFRAM et al., 2015; Li et al.,
2017). Esses sistemas de entrega baseados em nanoparticulas apresentam ainda como vantagens
a alta seguranca, eficacia, especificidade de alvo (direcionamento de farmacos),
biocompatibilidade, biodisponibilidade, biodegradabilidade e reduzida toxicidade, quando
comparados aos sistemas tradicionalmente utilizados na entrega de medicamentos (ZHANG
et al., 2008; FORMIGA et al., 2009; YILDIRIMER et al., 2011; Lin, 2015; UTREJA et al.,
2020). Dessa forma, diante do cenario apresentado acima, propomos a utilizacdo de
nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberacdo controlada do farmaco, para superar a
limitacdo da toxicidade observada na aplicagdo do 17-DMAG por tempos prolongados.
Enquanto a administragdo convencional de medicamentos necessitam de diversas aplicagdes
para que a concentracdo do principio ativo seja mantida como efetiva no nivel plasmatico, os
nanomedicamentos constituem uma alternativa na qual, com uma ou poucas aplicagdes, esse
nivel efetivo consegue ser mantido por longos periodos, sem atingir niveis sub-terapéuticos ou
toxicos para os pacientes (DE LYRA et al., 2007). Acreditamos que o encapsulamento do 17-
DMAG em nanoparticulas de PLGA permitira a liberacdo controlada do farmaco a partir da
matriz polimérica durante o tratamento in vitro e in vivo contra L. braziliensis, reduzindo as

chances da ocorréncia de efeitos colaterais no hospedeiro infectado.
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2 OBJETIVOS

\

Produzir nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo 17-DMAG;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas produzidas;

Caracterizar morfologicamente as nanoparticulas de PLGA contendo ou ndo 17-
DMAG,;

Avaliar o perfil de liberacdo do 17-DMAG a partir das nanoparticulas produzidas;

Analisar o perfil de captagédo das nanoparticulas por BMM@.
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3 ARTIGO CIENTIFICO PUBLICADO NA REVISTA FRONTIERS IN CHEMISTRY

Kercia P. Cruz, Beatriz F. C. Patricio, Vinicius C. Pires, Marina F. AMORIM, Alan G. S. F.
Pinho, Helenita C. Quadros, Diana A. S. Dantas, Marcelo H. C. Chaves, Fabio R. Formiga,
Helvécio V. A. Rocha e Patricia S. T. Veras. Development and Characterization of PLGA
Nanoparticles Containing 17-DMAG, an Hsp90 Inhibitor. 2021.

No presente estudo, foi mostrada a producdo e otimizacao de protocolos de encapsulamento do
inibidor da Hsp90, o 17-DMAG, que pode vir a ser um potencial quimioterapico no tratamento
da LC. Inicialmente, nanoparticulas de PLGA contendo 17-DMAG (nano-17-DMAG) foram
produzidas por emulsdo dupla, utilizando dois protocolos, o protocolo 1 e o protocolo 2, cujas
principais diferencas foram o tipo de solvente orgénico utilizado (acetona ou diclorometano,
respectivamente) e o método de formacdo da segunda emulsdo (ultraturrax ou sonicacgdo,
respectivamente). Comparativamente, observamos que as nanoparticulas produzidas pelo
protocolo 1 apresentaram tamanhos maiores que as produzidas com o protocolo 2 (503,15 £
137,67 vs 312,63 £ 23,62 nm, respectivamente) e menores eficiéncias de encapsulamento
(%EE) (10,13 + 2,95% vs 16,19 + 0,72%). Adicionalmente, uma amostra de cada protocolo foi
selecionada para caracterizar fisicamente, por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e
de varredura (MEV), as nano-17-DMAG produzidas. Nossos resultados mostraram que ambos
0s protocolos produziram particulas esféricas e de superficie lisa, porém, com distribuicdo de
tamanho heterogénea para o protocolo 1 e homogénea para o protocolo 2. Por apresentar
melhores caracteristicas de tamanho e %EE, foram testadas adaptacfes ao protocolo 2, com o
intuito de produzir particulas de tamanhos ainda menores e com maiores %EE. Testamos
diferentes quantidades de massa e concentracdo dos insumos utilizados para a producdo das
nanoparticulas (17-DMAG, PLGA, PEG e PVA) ou, ainda, dos volumes das fases aquosa ou
organica. Essas modificacdes produziram particulas com tamanhos variaveis de 280,6 a 449,65
nm (334,05 + 42,76 nm) e %EE variaveis de 15,60 a 53,53% (30,65 + 7,8%). O protocolo 2,
que utilizou 2 mg de 17-DMAG, 100 mg de PLGA, 5% de PEG, 1% de PVA, 4 mL de fase
organica e 1,5 mL de fase aquosa interna, foi a melhor configuracdo das modificacgdes testadas,
guando avaliados os parametros acima citados. Com objetivo de avaliar o perfil de liberacdo da
droga a partir das nano-17-DMAG produzidas com a melhor configuracdo testada, realizamos
um ensaio de liberacdo controlada a 37 °C. Nas primeiras 24 h de incubacéo, cerca de 50% da
droga encapsulada foi liberada das particulas poliméricas, sendo, em seguida, liberada
continuamente, em menores quantidades, até 72 h de incubacdo. Por fim, para avaliar se as
nanoparticulas produzidas com a melhor configuracdo seriam captadas por macrofagos de
camundongos BALB/c in vitro, reproduzimos esse protocolo com nanoparticulas contendo
rodamina e sua captacdo foi analisada por microscopia confocal de fluorescéncia. Apés 6 h, 24
h, 48 h ou 72 h as particulas foram internalizadas e permaneceram no interior dos macrofagos.
Em conjunto, nossos resultados mostraram que o protocolo 2 na configuracdo acima citada foi
o melhor para o encapsulamento do 17-DMAG por produzir particulas de tamanhos menores e
%EE mais elevados. Para verificar o potencial quimioterapico da nano-17-DMAG sobre
Leishmania sp., experimentos adicionais serdo realizados, avaliando a toxicidade e eficacia in
vitro da nano-17-DMAG sobre BMM® infectados ou nao por Leishmania spp.
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Laishmaniasis iz a spectrum of naglected tropical diseases and its cutanaous form
(CL) is characterized by papillary or wcerated skin lesions that negatively impact
patiants’ guality of lifa. Cument CL treatments suffer limitations, such as sevare
side effects and high cost, making the search for new therapeutic atternatives
an Imperative. In this context, heat shock protein 80 (HespS0) could present a
nowvel therapautic target, as evidence suggests that Hsp90 inhdbitors, such as
17-Dimathylaminoethyiamino-1 7-Demethoxygeldanamycin (17-DMAG), may reprasant
promiging chemotherapautic agents aganst CL. As innovative input for formulation
development of 17-DMAG, nano-based drug delivery systems could provide controlled
refaasa, targeting properties, and reduced drug toxicity. In thie work, a double
emulsion mathod was usad to develop poly (lactic-co-ghycolic acid) (PLGA) nancparticles
containing 17-DMAG. The nanoparticke was developed using two distinct protocols:
Protocol 1 (P1) and Protocol 2 (P2), which differed concaming the organic sobsent
[acaetona or dichloromethane, respectively] and procadure uszed to form double-
emulsions (Ultra-Turrax® homogenization or sonication, respectively). The nancparticles
produced by P2 were comparatialy smaller (3055 wve. 483.0nm) and mora
homogeneous polydisparsion index (Pdl) (0,129 vs. 0.33) than the ones mada by
P1. Afterward, the P2 was optimized and the best composition consistad of 2mg
of 17-OMAG, 100mg of PLGEA, 5% of polyathylene glycol (PEG 8000), 1.5mL of
tha Intarmal aqueocus phase, 1% of pohaingl alcohol [PYA), and 4mbL of the organic
phaza. Optimized P2 nanoparticles had a particle size of 287.2 nm (288.6=304 1) and
encapzilation efficacy of 19.35% [15.42-42 18} by the supamatant mathod and 31 .60%
(19.9-48.79) by the filter/column method. Releasa kinetics performead at 37°C indicated
that ~16% of the encapsulated 17-DMAG was releasad about to 72h. In a separate

set of expenments, a call uptake assay employing confocal fluorascance MICMSCopyY
revealed the internalization by macrophages of P2-optimized rhodaming B labaled

nancparticles at 30minm, 1, 2, 4, 6, 24, 48, and 72 h. Collectively, cur results indicate
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tha superior performance of P2 concerning the parameters used to assess nanoparticle
developmant. Tharefore, thase findings warrant further research to evaluate optimized

17-DMAG-loadad nanoparticlas (MP2-17-DMAG) for toxicity and antileishmanial affacts

in vitro and in wiio.

Keypwords: leishmaniasis, Mspa0, 17-0MAG, double emulsion, PLGA, nanoparticles

INTRODUCTION

Constifuting a severe public health problem throughout the
world, the spectrum of lelshmanksks consists of neglected
iropical diseases caused by species of the genus
Leishriante, 20 of which are capable of infecting humans
(Masmoudi et al, 3013; Akhoundi et al., 2008; WHO, 2020a).
Although endemic in 97 countries, the disease is mainly
concentrated in Africa, Asia, and the Amerlcas (WHO, 2020b). 1§
is currently estimated that around 12 million peaple are infected
worldwide, with an annual incidence of more than one million
new cases per year; one billion of the world's population lives in
areas at Flak of Infection {(Akhoundi et al, 20016 WHO, 2020a4).

Lelshmaniasis can be divided into two primary clinkeal forms:
cutanecas amd visceral, with varying presentations depending
on the species and virulence of the infecting parasite, as well
as the type of host immune response (Kaye and Scott, 2001;
Akhoundi et al, 2008; Crvan and Akbarl, 2016; Srivastava et al.,
2006; Veras and De Menezes, 2006; WHO, 2020a). Amvong the
cutaneous presemtations, mucocutaneous leishmaniasis (MCL),
cansed mainly by L asthiopica in the Old Wordd and L.
braeziltensds bn the New World, is the most debilitating form, with
destructive lesions occurring on the palate, lips and masal septum
(Akhound! et al, 2006; Burza et al. 2018, WHO, 2033a). The
mast common form, localized cutaneous lelshmaniasis (LCL),
is caused by a variety of parasite species, including L major, L.
fropica, and L aethiopica in the Old World, in addition to L.
braezilterisis, L. gupanenas, L amazoneriis, and L sevicana in the
New World (Kaye and Scott, 2001; Masmoudi et al., 2003; Burza
et al, 201%; Meira and Gedamu, 2019). Despite mot belng fatal,
LCL can affect patients’ quality of life according to the evolution
and spread of skin lesions, social stigmatization, psychobogical
effects, and absenteelam {Carvalho et al, 1994; Scorza etal., 2017;
Burza et al., 20018).

Currently, chemotherapy b the recommended treatment
for patients diagmosed with leishmaniasis, mainly pentavalent
antimonkals and Amphotericin B In a free or Hposomal-
encapsulated form (Croft et al, 2006; Frézard et al, 308;
Seifert, 2011; Brasil. 2015; De Menezes et al, 2015 Andrade-
Neto et al, 2018). Alternatively, other drugs, such as pentamidine
and paromomyein, can also be applied in leishmanizsia treatment
(Santos et al, HWE: De Menezes et al, 2015). These therapies
present several limitations, induding high cost, invasive route
of administration, prolonged cycle and systemic side effects, e.g..
weakness, myalgla, rigors/chills, hemaolysis and fever, as well as
instability at high temperatures in some formulations (Sundar
et al, 2004; Frézard et al, JW8; Chivez-Fumagalli et al., 315;
e Menezes et al, 2015). Additionally, drug aceumulation Lo the

organs can lead to pancreatitis, nephrotoxicity, hepatotoxicity,
miyocarditis, and cardiotexicity (Rath et al, Z003; Frézard et al.
2008 Seifert, 2001; Masmoudi et al, 2013 Chiver-Fumagalli
et al., 2015; De Menezes et al, 2015). The only currently available
non-invasive orally administered treatment for leishmaniasis,
miltefosine, presents limitations including vomiting, diserhea,
kidmey, and liver toxicity, as well as potential teratogenic effects
and high cost In some regions (Rath et al, 2003; Seifert, 2011;
Masmoudi et al, 2013; De Menezes et al, 2015, Andrade-Neto
et al., 2018). This scenario highlights the need to discover new
drugs that offer increased efficacy and less toxdcity {De Menezes
et al., 2015). S0 far, efforts to this end have focused on (i)
increasing the safety and efficacy of treatments already In use
(U} combined drug therapy via novel therapeutic protocols; (iid)
the search for new therapeutic targets in parasites or host cells;
(v} repurposing drugs used to treat other diseases; (v) developing
more effective delivery gystems (Frézard et al., 2009; Die Menezes
et al., 2015; Andrade-Meto et al., 2018

Heat Shock Protein 90 (Hsp90), a uhiquitous and highly
conserved molecular chaperone, b5 responsible for performing
the folding of other peoteins, namely client proteins,
subsequently preventing the posi-translational formation
of oligomeric complexes with incorrect, imactive and non-
functlonal structures (Fhao and Howry, 2005; Erlejman et al.
2014). This chaperone has been described as a potential
therapeutic target in treating cancer and infectious diseases
caused by different parasite species, including those of the
Ledshraria genna (Solit and Chiosis, 2008; Pallawv et al, 201
Roy et al., 2002; Whitesell and Lin, 2012; Schopf et al, 2017;
Guswanto et al., 20018). Notably, in leishmaniasiz, Hap90 has been
shown toald in re-establishing the functional stabality of proteins
in response to environmental pressure, such as differences In
pH and temperature, during parasite differemtiation processes
(Zilberstein and Shapira, 1994; Graefe et al, 2002: Solit and
Chiosie, 2008; Pallavi et al, 2010; Roy et al, 2012; Hombach
et al, 2014; Schopfetal, 2017).

Structurally, Hsp90 s comprised of three maln domains:
the intermediate central proteclytic domain, involved in the
interface between Hap90 and its client proteins: the C-termuinal
domain, which fcilitates homodimerization; the N-terminal
domain, responsible for interaction with and the hydralysis of
ATP {Pratt and Taft, 2003; Zhao and Houry, 2005; Brown et al.
2007). The family of benzoquinone ansamycing constitutes a
class of Hep®) inhibitors that compete with ATP for binding at
the Hsp4) interaction site, thereby hindering chaperone activity
(Zhao and Houry, 2005 Brown et al, 30607; Erlejman et al.
2014). Subsequently, truncated or malformed profeins become
degraded by the ublquitin-proteasome system (Chiosis et al,
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200d; Xkao et al_, 2008 Sidera and Patsavoudi, 201 3). In parasites
of the genus Lelshmainia, this inhibition leads to parasite death,
evidencing the importance of Hapd0 in the maintenance of
cellolar homeostagis (Wiesgigl et al, 31 Li et al, 2004 Roy
et al.. 20012; Hombach et al., 200 3).

Research by our group previously demonsirated that
gebdanamycin (GA) 17-AAG, and 17-DMAG, Hsp90 inhibitors
of benzoquinone ansamycin family, were capable of eliminating
promastigote forms of L amazosensts al  concentrations
determined as pon-toxic for human monocyte lneage cells
{THP-1) (Palma et al, 2009). It was also demonstrated that
the treatment of L amaronensis-infected macrophages with
17-AAG reduced the percentage of infected macrophages and
numbers of Intracellubar parasites in a time- and dose-dependent
manner at concentrations deemed nom-toxic to host cells
{Petersen et al, 2012). Furthermore, 17-A406 was found to
control, both & witre and de vivo, L Bbrazilessds infection in
BALB/c mouse macrophages {Santos et al, 2014). This study
demonstrates that 17-AAG reduces the size of ear lesions and
parasitic bead at the lesion site, but not in the draining lymph
nodes of infected mice, resulting in infection relapse {Santos
et al, 2014). To overcome this described Umitatbon, it will be
tested a water-soluble analog of 17-AAG, 17-DMAG (Egorin
etal., 2002; Sausville, 2004; Whitesell and Lin, 2002). Becanse it is
a water-soluble molecule and has better pharmacokinetics than
17-AAG, 17-DMAG can achieve lymph nodes of treated animals,
eliminating the parasites on this site. To optimize a formulation
containing-Hsp®) inhibitor for leshmaniasis treatment, we
propose the encapsulation of 17-DMAG in a nanoparticle, which
can have controlled release of the drug, prolonging its action
with fewer administrations. This delivery system can also help
prevent toxicity occurrences in future tests for L brazdienss
infection contral.

Manoparticle-based controlled release systems offer several
advantages: improved safety, efficacy, target specificity (drug
targeting ), biocompatibility, bioavailability, biodegradability, and
reduced toxicty in comparison to traditional drug delivery
systems (Zhang et al, 2008; Formiga et al, 200d; Yildirimer
et al, 2011; Lin, 2015% Utreja et al, 20200, By directing the
active principle to specific tisswes and releasing it gradually
over time, the dose necessary to obhserve treatment efficacy
becomes redoced, thereby contributing to a reduction in side
effects (Yildirimer et al, 2011; Wolfram et al, 2015). Synthetic
polymers such as poly(lactic-co-glyeolic ackd) (PLGA), polylactic
acid (PLA) and polycaprolactone (PCL) are commonly used in
drug delivery systems because they do not offer a rsk of inducing
an unwanted lmmune response (Formiga e al, 2008 Zhamg
and Zhang. 2017 Utreja et al, 2020). The main application of
these systems consists of cases in which the free form of a drug
presents lmitatlons, such as shortened half-life, requiring the
need for multiple applications, and inadequate target specificity,
which can lead to the occurrence of a range of side effects
(Zhang et al.. JW&E; Formiga et al, 2009). Thus, the present wark
dimed to produce polymeric nanoparticles (NPs) containing
the Hsp®0 inhiblter, 17-DMAG, and perform morphological
and physical-chemical characterization. The results obtained
herein will enable, in the future, an evaluation of fn witre and

CCONH,

AGURE 1 | Chemical struchune of 17-0kAG. Extracted from 17-DRMAG
datashest LS Laborabores).

in vive optimized 17-DMAG-loaded NPs (NP2-17-DMAG) as
antilelshmanial treatment.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Chemicals

The hydrochloride salt of alvesphmycin, 17-DMAG (Figare 1),
was purchased from LC Laboratories (Massachuzens, USA).
Resomer® RG 503H, Poly (D, L-lactide-co-glyeolide) (50:50)
{PLGA), Poly (vinyl alcohol) (87-90% hydrolyzed average mol
wi 30,000-70,000, PVA) and polylethylene glyeol) (PEG, MW
= 8,000} were purchased from Sigma-Aldrich (Darmstad,
Germany). Alamar blue®™ was purchased from Invitrogen
{Massachusetts, USA). Microcon-30 0.5ML microtubes were
purchased from Merk Millipore (Darmstade, Germany). A CLB
HPLC column and C18 Supelguard Guard Cartridge were
purchased from Sigma-Aldrich {Darmstade, Germany).

Preparations of PLGA NPs
Two different double emulsion protocols were used to prepare
PLGA NPs. In the first protocol (P1), PLGA NPs containing 17-
DMAG (NP1-17-DMAG) were prepared using a modified double
emulsion/solvent evaporation technbgue (Salvador et al., 2015).
Briefly, S0mg of PLGA was dissolved in 5ml of acetone, and
2mg of 17-DMAG was dissolved in 5% PEG solution (250 mg
in 5mL of distilled water). The 17-DMAG solution was then
added to the pre-cooled PLGA solution and emulsified wsing
a QF00 sonlcator [QSonica, Newtown, Connectiout, USA) at
6% amplitude for 2 min Subsequently, 10mL of PVA 1% wiv
was added to the mixture. The recipient was then covered with
aluminum foil and then homogenkzed at 10,000 rpm for 5 min
(Ultra-tureax ™ T-25, KA, Germany) to form a double emulsion.
Mext, 1rml of 2% opropyl alcolol was added. Finally, the
suspension was magnetically stirred for 30 min with a subsequent
solvent evaporation step using a rotary evaporator (IKA) for 1h
at 56°C wnder 250 mBar.

In the secomd double emubion protocol (P2). PLGA NPs
(NP2-17-DMAG) were also produced using another double

Fronsers im Chsmisty | wisss inont TS Oy

Mary S22 | Wolume B | Arbcko S3480T



Cnz et al

170

Uphmizabon of PLGA- T -GG Manoparicies

emulsdon/solvent evaporation technbque (Malnardes et al,
2004, Initially, 100mg of PLGA was dissolved in 4ml of
dichloromethane. Another solution containing 2mg of 17-
DMAG dissolved in 1.5mL of PEG 5% wiv was then added 1o
the pre-cooled PLGA solution to form a single emulsion using
a Q70 sonicator (QSonica, Mewtown, Connecticut, USA) at
40% amplitude for 1 min. To form the double emulsion, the
single emulsion was incorporated in 10ml of PYA 1% wiv,
then sonbcated. Fimally, 30 mL of PVA 1% wiv was added to the
reciplent, covered with aluminum foil and magnetically stirred
for 30min. The solvent extraction step was performed using a
rotary evaporator (TEA) for 1h at 40°C under 200 mBar,

Following each nanoparticle  protocel  preparation,
suspensions were washed in distilled water three times at
39800 = g for 15min at 4°C (T-865, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetta, USA). Samples were frozen at —80°C, then
yophilized for 24h at —48°C under 0.050 mBar (FreeZone 1.5
Liter Benchtop, Labconco, USA) and subsequently stored at 4°C.
For blank nanoparticle preparation (NP1-© and NP2-@), these
same protocols were followed in the absence of 17-DMACG.

To evaluate the influence of PLGA and PEG concentration on
the encapsulation efficiency (REE]) of 17-DMAG and the size of
the produced NPs, P2 was performed as described above using
100 or 200 mg of PLGA and 2.5% wiv or 5% wiv of PEG.

PLGA NPs Characterization

Dynamic Light Scattering

DLS was used to measure the particle size, polydispersion index
(Pdl}and zeta potential (£F) of the obtained NPs. After washing,
NP-17-DMAG or NP-O produced by the P1 or P2 double-
emulsdon protocols were resuspended bn 5 ml of distilled water
and diluted 1:125 in distilled water. [PLS analyais was performed
in triplicate using a ZetaSizer Mano ZS90 (Malvern Panalytical,
UK} at 25°C.

Transmission Electron Microscopy

For imaging and size confiemation, NPs were washed as described
in item 2.2 and analyzed by TEM. Aliquots of NP-17-DMAG or
NP-@ produced by the P1 or P2 double-emulsion protocals were
diluted 1:10 in distilled water, then 10 pl of each sample was
placed on a formvar film-coated grid and stained with 2% uranyl
acetate for 2 min, TEM analysis was performed using a JEM- 1230
transmisskon electron microscope (JEOL LTI, Japan).

Scanning Electron Microscopy

SEM was used to examine the shape and surface morphology of
the NP-17-DMAG or NP-@ produced by the P1 or P2 double-
emulsion protocols. For SEM analysis, lyophilized NPs (1 mg)
were placed on an adhesive stub and coated with gold-palladium
under vacuum using an bon coater. All samples were analyzed and
photogeaphed at 15 KV using a JSM-6300LY microscope (JEOL
LTI, Japan).

HPLC for 17-DMAG Quantification

To quantify 17-DMAG, HPLC was performed uwsing a C18
HPLC column and C18 Supelguard Guard Cartridge following
manufacturer protocols. First, the moblle phase was prepared

using HPLC grade acetomitrile (27%), HPLC grade methanol
(27%), ultrapure water (46%), and triflusroacetic acd (W05%).
In parallel, 17-DMAG was diluted in distilled water at an initial
concentration of 30 pg'mL, then diluted from 50 to | pug/ml in
the mobile phase to construct concentration curves in triplicate.
Each sample was analyzed at a 2D wavelength of 254 am for
Emin at 25°C. The mobile phase flow rate was 1 mLimin,
with 10 pl of each sample injected. The observed retention
time for 17-DMAG uwnder these comditions was —3.8 min
Nanoparticke concentrations of 17-DMAG were caloulated using
a free compound curve (Empower software, version 3).

Encapsulation Efficiency (%EE) of

17-DMAG in NPs

Encapsulation efficiency determination was performed using
two indirect methods: Alter/column or supernatant. After the
solvent was evaporated using the filter/column method, S0 L
of nanoparticle suspension was centrifuged ima 1.5 mL microtube
with a Microcon 30 filter under 14000 = g for 1h at 4°C.
As the free drug fraction (F) in each sample flowed through
the filter, NPs were retained. In parallel, absolute ethanol was
added to another 500 L aliquot of total nanoparticle suspension
at a proportion of 1:1 to determine the total amount of 17-
DMAG. After centrifugation at 6,200 x g for 15 min at 4°C, the
supernatant was collected and the total quantity of 17-DMAG
(T} was measured. %EE was evaluated by HPLC following
the formla:

(T — F)

%EE =
T

w L0,

where T corresponds to the total mass of the drug in the sample,
whether encapsulated or not, and F corresponds to the non-
encapsulated fraction (free fraction).

For the supernatant method, the supernatants obtalned from
three washes of the produced NPs were collected and then
diluted at 1:5 in the mobile phase. HPLC then evaluated the %EE
according to the formula:

-
WEE = — = 100,
T ®

where 5 corresponds to the total mass of 17-DMAG in the
supernatants and T Is the total mass of the drog added
for encapsulation,

Release of 17-DMAG From NP2-17-DMAG

in vitro

The release of 17-DMAG from NP2-17-DMAG was assessed
i vifre using a moddified method o determine the release
kinetic profile (Quadros et al, 2020). Briefly, 2mg of NP2-17-
DMAG were placed into 1.5 mL polypropylene microcentrifuge
fubes and resuspended in 1 ml of Dulbeccos modified Eagle's
medinm (DMEM] {Gibeo), supplemented with 20 mM of HEPES
(Slgma), 42.14mM of sodivm bicarbonate (Skgma). 10% of
imactivated fetal bovine serum (Giboo), 2mM of glutamine
(sigma), and 20 pg'ml of ciprofloxacin {lsofarma, Precabura,
CE, BR) {complete DMEM medium). Mext, the sealed tubes were
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placed in a rotating shaker amd maintained at 37-C for 72h. Az
each specific time point (1, 3, & 12, 24, 48, and 72 h), the sample
tubses were removed from the incubator and centrifuged at 21,000
= g for 15 min at 47 C. The supernatant was then collected, frozen
and immediately replaced with an equal volume of fresh release
medium. To determine the 17-DMAG concentration, collected
supermatants were diluted in the mobile phase and quantified
using HPLC Shimadzu LC20-A (540 Paulo, Brazil). All assays
were performed in triplicate.

Animal Manipulation and Ethics Statement
BALB/c mice, male or fersale, aged 6-12 weeks, were provided
by the Gongalo Moniz Institute (IGM/FIOCRUZ) Animal Care
Facility. The animals were maintained under pathogen-free
conditions, with food and water ad Iibdtum. All procedures
involving animals were condocted under the Intermational
Guiding  Principles  for  Bliomedical Research  Involving
Animals. The Institational Review Board approved this
study’s experimental design (CEUA protocol no. 007/2020) of the
Gongalo Moniz Institute, Bahia-Brazil (1GM-FIOCRUZ/BA).

Obtainment of Bone Marrow-Derived
Macrophages From BALB/c Mice

BALB/c mice were enthanized using thiopental intraperitoneal
injection (50 mgfkg). Mouse femurs and tibas were aseptically
removed and kept in cold 09% Na(l solution containing
0.01 mg/mlL of ciprofloxacin. In a sterile environment, bone
extremiities were removed and marrow cells were extracted by
washing the bone cavity with Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 medium (GIBCO) supplemented with 20mM of
HEPES (SIGMA), 23 mM of sodium bicarbonate (SIGMA], 10%
of inactivated fetal bovine serum (Gibeo), 2mM of Glutamine
(Sigma) and 20 pg/ml of dprofloxacin (lsofarma, Precabura,
CE, BR} {complete RPMI medium). Extracted marrow cells were
centrifuged at 300 = g at 4"C for 10min, then resuspended and
cultivated in Petri dishes (three plates per animal) containing
10 mL of complete RPMI medium with 30% supernatant from
L929 cell culture containing granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF). The dishes were cultivated at
37°C under 5% C0; and 95% humidity for 24 h, after which
the supernatant was transferred to new plates. After 71h, an
additional SmL of complete RPMI medium containing 30%
L929 supernatant was added to each culture to re-stimukate cells
for differentiation.

On the 7th day, BMDM were recovered from bacterial Petri
dishes using 5mL of 1 mM EDTA solution (pH 8.0) for 5 min at
37C. Cells were centrifuged at 300 = g for 10min at 4°C, then
resuspended in | mL of complete DMEM mediom and counted
in a Neubauer chamber.

Uptake of Fluorescent NPs by BMDM

in vitro

NPs containing rhodamine B (Sigma) were produced using the
P proftocol (item 232). BMDM were obtained as described
above and plated at 10° cells per well in 1ml of complete
DMEM medium on 24-well plates contalning glass coverslips.
For the in vifro uptake assay, rhodamine B-contaiming NPs
were lyophilized and then incubated with BMDM for 30 min,

TABLE 1 | Patide sie [Sing), polydspersion indax [Pdl), zeta potential (27 and
encapsulation efickency [%EE) by supernatant of flteriooumn methods of HPs
produced by P1 or P2 double emulsion probocols.

Protocoed  Size (mmj Pl ZP (i) wEE *5EE (hiter

[supsmatant)  foolumn)
M 4B 023 —34.4 14.5% 14.02%
P2 J08.5 [LR Pas] —28.7 15.04% 17%

1, 4., 6, 24, 48, and 72h Wells were washed at each
time point, and cells were fixed with 4% paraformaldehyde
{PFA) for 15min at room temperature. Finally, coverslips were
mounted on slides using ProLong Gold antifade with DAPI®
{Invitrogen, Darmstadt, Germany). Images were obtained by
confocal flusrescence microscopy using a Leica SP8 device (Leica
Microsystems, Mannheim, Germany).

Statistical Analysis

Graphs were constructed and statistical analyses were performed
using GraphPad Prism version 5.01 {GraphPad Software Inc).
The Kolmogorow-Smirnov test was employed to verify normality.
For data with Gaussian distribution, Students i-test or one-way
ANOVA were used to compare between two groups of among
three or more groups, respectively, followed by Tukey's post-
test. For non-gaussian distributions, the Mann-Whitney U test
was applied for comparisons between two groups, while Kruskal-
Wallis was used 1o compare three or more groups. Differences
were considered statistically significant when p = (.05.

RESULTS

DLS Characterization and %EE of NPs
Produced by P1 or P2 Double Emulsion

Protocols

The NP1-17-DMAG had a larger average size, size variation
{Pdl), and ZP than the MP2-17-DMAG (Table 1). Mo differences
were detected In %EE values regardless of the gquantitation
method (supernatant or flter/column) uwsed to determine the
amount of 17-DMAG encapsulated in NP1-17-DMAG or NP2-
17-DMAG (Table 11.

Morphological Characterization of NP1

and NP2

Consistent with the obtained Pdl values, electron microscopy
analysis revealed a more significant size varation in NP1
(Figures 2A4.B) compared to NP2 (Flgures 2CD).  Both
protocols produced spherical, regular-shaped NPs (Flgure 2).
Mo morphological differemces were observed between NP-O
and NP-17-DMAG.

SEM maorphological analysis confirmed the spherical shape
and smooth surface of the NPs produced by both double
emulsion protocols (Figure 3). Consistent with DLS and
TEM results, SEM analysis also revealed that NPI-O and
NP1-17-DMAG  exhibited more considerable size wvariation
{Figures 3A.B) compared o NP2-O and NP2-17-DMAG
{Figures 3C,D). Again, no morphological differences were
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FIGURE 2 | Morphologcal charactenzation of NP1 and NE2 by TEM.
Trarsmission electron microscopry mages of NP -0 (AC) and NP-17-CMAG
{B,D)} proauced by £1 (AB) or P2 (C,D) douttie amutsion protoooss. 10 ul of
oach sampio was contrasted with 2% uanyd acetate for Z2mn n a formmar
gric. Bars represant size references in wm or nm

FAIGURE 3 | SEM ovalations of N©1 and NP2, NP-@ (A,C) or NP-17-DMAG
{B,D} were produced by P1 (AJB) or P2 {C,D) double emuison protocols. The
produced NPs wore bozen at -80°C and yophiized for 24 h at 48 C under
0.080 mbar. Approsmatedy 1 mg of aach samplie was vaouum-coxtad with
gokd-paliackum Lmng an on coxar and analyzed by SEM. Al sarmpins were
anatyzed and photographed 2t 15 KV Bars repessent Y em

observed between NP-Q (Figures 3A,C) and NP-17-DMAG
(Figures 3B,D) regardless of the protocol used.

P2 Optimization Protocol

As NP2-17-DMAG exhibited superior physical-chemical and
morphological characteristics compared to NP1-17-DMAG, we
employed P2 to optimize the 17-DMAG encapsulation process
with some variations. NPs produced using 5% PEG presented a
smaller median size 0f 297.2 nm (Q1: 288.6; Q2:304.1) compared
to those made using 2.5% PEG (median size: 336.5 nm; Q1: 318.4;
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FAGURE 4 | Svakation of the infuence of amount of PLGA and PEG
concantration on nanoparticle physiochemical lsatures in NP2-17-DMAG. LS
avalsaed the afiect of varying amoures of PEG (A,CE) and PLGA (B,0,F) on
the sae (A,B), Pd (C,D). and ZP (E,F) of NP2 17 -OMAG. Each paint
mpresants an individual axporament. Marn-Yhitnoy test, "p < .08

Q2 349.6) (Figure4A). Similarly, NPs produced containing
100 mg of PLGA presented a smaller median size of 3365 nm
(Q1: 3184; Q2: 349.6) in comparison to those containing
200 mg of PLGA (median size: 387 8 nmy; Q1: 382.8; Q2: 396.7)
(Figure 4B). No differences were detected concerning Pdl and ZP
values among NPs prepared using different PEG concentrations
(Figures 4C.E), nor different PLGA masses (Figures 4D,F).
Similar %EE values were found for NP2-17-DMAG regardless
of the amount of PEG used (2.5 or 5%) (Figure 5A). Median
%EE values for 2.5 and 5% of PEG were 23.51% (Q1: 19.66;
Q2: 2738) and 1935% (Ql: 1542 Q2 42.18), respectively,
using the supernatant analysis method, vs. 34.12% (Q1: 2931;
Q2 36.73) and 31.60% (Ql: 1990; Q2: 48.79) using the
filter/column method (Figure SA). Furthermore, similar %EE
results were seen in NPs produced with different amounts of
PLGA (Figure 5B) using the supernatant quantitative analysis
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FIGLARE B | Evaliation of the rfuence of PLGA and PEG concentration on
thie S%EE of 17-DkaG in MP2-17-D005E, The ofiect of vandang amounts of
PES (A) and PLEA (B) on the %EE of 17-DMAS in MP2-17-DMAG vwes
detemmined by ihor'column or supernatant analyss methods as desoibed in
saction Material and Methods. Mesumements wene periommed sing HPLG.
Each point represents an indvidual cepenimant. Mann-Whitnoy test, "o = D05

method, with respective median values of 23.51% (01: 1966 O2:
27.38) and 26.48% (01 18.78; 02 39.39) for 100 and 200 mg of
PLGA, respectively. The filter/column method yielded median
%EE walues of 34.12% (01: 29.31; Q2 36.73) for 1 mg and
3212% (Q1: 24.66; QI 44.63) for 200mg of this polymer. It
is worth noting that, in comparison to the supernatant analysis
method, higher %EE results were obtained using the quantitative
filter/column method regardless of NP2 protocol modifications

{Figure 5).

In vitro Release of 17-DMAG From

NP2-17-DMAG

At l, 3,8, 12, 24, 48, and 72 h of incubatbon, 536, 786, 985, 11,64,
13.41, 14.36, and 16% of 17-DMAG were cumulatively released
from NP2-17-DMAG (Figure 6) o vitro, Le., the amount of
17-DMAG was observed to continuously increase in complete
DMEM medium for 72 h (Figure 6).

Uptake of Fluorescent NPs by EMDM

in vitro

The rhodamine-encapsulated WPs produced by P2 (NP2-
rhodamine) presented similar slze, shape, and appearance
{smooth surface] as the morphological characteristics of NPs
produced with or without 17-DMAG (data mot shown). The

b =

£

Cumulbsfive rmisass peroentage (5}

E=]

L T L T T 1
12 24 38 48 B0 T2
Tima {h)

HE.IFEEIH.I'ITIECI 17-DMAG roleasn from NP2 1T-DMAG.

NP2-1 7-DkiAdS weom lpophiied and incubated in compieie DMEM medium
under rotany agitabon at 26 C.afor 1, 3,6, 12, 24, 48 or T2h, symples womn
oaniriiuged, the supsmalant was coliscied, and s mediam was replacod.
The release of 17-D8805 was quantified in supernalants using HPLE. Mean,
It =3

uptake of NP2-rhodamine by BMDM was observed at an early
incubation time of 30min, 1, 2, 4, and 6h (Figures 7A-E,
respectively). After 24, 48 or 72h (Figures 7F-H, respectively).
grester numbers of NPs were observed in the cytoplasm of
BMDM, indicating continued uptake by these cells.

DISCUSSION

The present work encapsulated 17-DMAG in PLGA NPs and
investigated the resulting physical-chemical, morphological, and
bisdogical parameters. To standardize NP production, two double
emulslon-solvent evaporation protocols (P1 and P2) were used
(Astete and Sabliov, 2006; Maimardes et al. 2009). Analyzes
by DLS. TEM and SEM showed that NP1 presented larger
sizes and higher Pdl than NPX, which agrees with a previous
report (Astete and Sabliov, 266} We found that modifications
in the PLGA-NP production protocol, such s the nature of
the organic solvent used or the emulsion method, altered the
characteristics of the produced NP. The larger sizes presented
by NP1 may be due to laminar flow under stirring, such as that
produced by the Ultra-Turrax(® dispersing device. Accordingly.
monodispersed drops may form in the emulsion, increasing the
skze of the produced NP, which Is not observed under sonkcation
(Astete and Sabliow, 2006). Concerning ZP. a measurement of
the electrical behavior of NPs, both protocels produced NPs
with values around —30mV, indicating stability with minimal
aggregate formation (Formiga et al., JWA). Furthermsore, the
observed similarity between %EE values in each protocol can
be justified by using the same polymer and surfactant (PEG).
as these parameters significantly influence the entrapment of
hydrophillc drugs (Astete and Sablioy, 2008).

The morpholegical characterization of NP1 and NP2 by
TEM and SEM confirmed differences in size and Pdl between
the two protocols, revealing a similarly regular, spherical shape
and smooth surface appearance. These aspects are essential ag
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FGURE T | Uptake of NPZ-rhodaming by BMODKM. BMDMW wene plated at 105
oolls per wol and incubabed wit P2 -rhodamine for 30min (&), 1 [B), 2h
[C). ah (D), &h (E). 24 b {FL. 48 h 6] or 72 h (ML Foliowng inoubation, oals
wana find with 2% PRA and shdes wire mounted with DR, Calls wons
analyzed by comiocal fiucrescancs microsoopy (Leica SPE). Bue = DAR; Red
= rthodaming. Armosws indicate internalization of MP2-rhodaming by
macrophapes al aarly timeponks.

the morphological characteristics of NPs can predict possible
interactions with living cells and uptake, intracellular localization
and toxicity (Shang et al, 2004). Our results agree with
previous studies {Cohen-Sela et al., 200%; MoCall and Sidannd,
2013; Garbuzenko et al, 2014), demonstrating that PLGA
particles produced by double emubion presented spherical and
regular shapes with smooth surfaces, regardless of modifications
performed in the protocol. Following DLS, TEM and SEM
characterization, P2 was selected as the better protocol for NP-
17-DMAG production.

We then evaluated the effects of modifications 1o P2 NP2-
17-DMAG produced with 100 mg of PLGA presented smaller
sizes than 200mg. This result stands in accordance with other
authors who observed that increasing concentrations of PLGA
generated larger particles (Astete and Sabliov, 2006; Rizkalla
et al., HW; Herndndez-Glottonind et al, 2030). This has been
observed to ocour due to increased wviscosity in the primary
emulsion [wio), which results in a less-efficlent particle size
reduction during the double emulsification process (w/ofw)
{Igbal et al., 2015). Similarly, using 5% PEG compared to 2.5%
resulied in a smaller NP2-17-DMAG size. The decreased size
was also observed at higher PEG concentrations in other studies
(Zambaux et al, 1998; Rizkalla et al, 2006; Igbal et al., 3015;
Urbaniak and Musiak, 20019; Herndndez-Glottonint et al., 2020).

Higher surfactant concentrations reduce surfice tension and
promote particle division during the homogenization process,
thus decreasing the size of the particles formed (Keum et al,
2011; Fonte et al.. 2012). This phenomenon is maintained until a
saturation podnt is reached (Keum et al., 2011: Fonte et al., 2012;
Igbal et al.. 2015 Urbaniak and Musial, 2019).

Encapsulation efficiency (“%EE) was measured indirectly in
this study. Two methods, filter/column or supermatant, were
employed to separate loaded NPs and the non-encapsulated drog.
We identified higher %EE values using filter/column than the
supernatant, which may be attributable to superior free drug
separation by this frst method. This finding is consistent with
studies on nanoparticle purification efficlency {Akbulut et al,
2012 Robertson et al, 2016), demonstrating that nanoparticle
separation by supernatant depends on nanoparticle size and
shape, the molecular welght of the polymer, dispersion medinm
density, speed, and centrifugation time. The filter/column
method has commonly been considered a more robust, more
straightforward and efficlent purification process (Robertson
et al., 20ia; Shah et al., 2020).

After characterizing NP2-17-DMAG, we evaluated the
kinetics of drug release. We found that NP2-17-DMAG exhibited
two release phases: a preliminary rapid release of 17-DMAG
lasting up to 24 h, followed by a slow and sustained release from
24 to 72h. This data is similar to results obtained by Rietscher
etal (2016) and Rafiel and Azita (2017), who analyzed the release
of different compounds in PLGA or PLGA-PEG NPs. PLGA
NPs containing paromormycin also presented a similar release
profile [Afral et al, 2019), which was expected for polymeric NPs
encapsulating hydrophilic molecules. At the initial timepoints
evaluated, the drug s rapidly released due to adsorbed malecules
on the surface of NPs (Hirenkumar and Steven, 3012; Kapoor
et al, 20015; Rietscher et al., 2016; Mir et al., 2017; Rafiel and
Azita, 2017). In contrast, at subsequent time points, a sustained
and sbower release occurs due to gradual degradation of the
polymeric matrix and slowly release of the drog contained there
(Hirenkumar and Steven, 2012; ]'-;.ipl.'n.'m' et al., 201%; Rietscher
et al., 3016; Mir et al_, 2017; Rafiel and Azita, 2017).

Manoparticle uptake was evaluated through the incubation of
BMDM with NF2-rhodamine. Fluorescence microscopy analysis
revealed the internalization of NPs by macrophages beginning at
early tinses of contact with NP2-rhodamine. At Later timepoints,
these particles continued to be internalized and accumulation
was observed in these cells' cytoplasm. These results are
in agreement with other studies of professional phagocytes,
including RAW 264 and 774 macrophage cell-lines and primary
resident and inflammatory macrophages, which have been shown
to internalize MPs at eardy timepoints, such as at 30min of
incubatbon (Cohen-Seda et al, 200%; Micolete et al.. 2011; Petersen
et al., 3018; Couto et al_, 2020 Van Hees et al_, 2020).

The present study revealed that PLGA NPs containing 17-
DMAG prepared using a double emubsion protocol presents
physical-chemical, morphological, and biological characteristics
conducive to CLs treatment. Additbonal studies will be carried
out to investigate biological and immunological effects of
NP2-17-DMAG in L. braziliensds infection control both & witro
and i vive in a future manuscript.
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7 PERSPECTIVA

Avaliar o efeito de NP2-17-DMAG no controle da infec¢cdo por L. braziliensis, in vitro

e in vivo.
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8 DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho foi mostrado, pela primeira vez, a eficacia do 17-DMAG, inibidor
da Hsp90, no controle da infecgéo por L. braziliensis. In vitro, 0 17-DMAG mostrou ser mais
toxico para amastigotas intracelulares e promastigotas axénicas que para macréfagos derivados
de medula 6ssea (BMM®@), como descrito no Capitulo 1. Em concordancia com os dados
obtidos no presente trabalho foi mostrado anteriormente que, in vitro, os inibidores da Hsp90
17-AAG (PETERSEN et al., 2012a), geldanamicina e 17-DMAG (PALMA et al., 2019)
causam a morte de promastigotas axénicas de L. amazonensis em concentra¢fes ndo toxicas
para macrofagos peritoneais ou células de linhagem de mondcitos humanos, THP-1. Além
disso, a baixa toxicidade do farmaco sobre células de linhagem de queratindcitos humanos
(HaCaT) evidenciou a seguranca da aplicacédo topica do 17-DMAG, o que esta de acordo com
estudos anteriores (BERENGUER et al., 2019, 2020; MORENO et al., 2019; CARVALHEIRO
et al., 2021; FERREIRA et al., 2021; BRUSTOLIN et al., 2022). Em conjunto, esses achados
in vitro nos conduziram aos ensaios in vivo de toxicidade e eficacia com aplicacdo por via
intraperitoneal ou tdpica do 17-DMAG, respectivamente, descritos nos Capitulos 1 e 2 dessa
tese. Realizamos também o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas de PLGA, que
foram caracterizadas conforme descrito no Capitulo 3.

O tratamento com 0 17-DMAG, aplicado por via intraperitoneal, no controle da infec¢ao
de camundongos BALB/c por L. braziliensis se mostrou altamente eficaz, com cura clinica e
reducdo da carga parasitaria na lesdo e linfonodos de drenagem com quatro semanas de
tratamento. A eficicia do tratamento foi evidenciada quando iniciada apds trés ou cinco
semanas de infeccdo. A agdo anti-Leishmania de inibidores da Hsp90 in vivo foi mostrada
previamente, com o analogo ndo hidrossolivel do 17-DMAG, o 17-AAG (SANTOS et al.,
2014b), que reduziu a carga parasitaria apenas a carga parasitaria de 107 para 10° parasitos na
lesdo, mas ndo no linfonodo dos animais tratados. Acreditamos que, em raz&o das propriedades
farmacocinéticas do 17-DMAG serem superiores as do 17-AAG (EGORIN et al., 2002b;
SAUSVILLE, 2004; WHITESELL; LIN, 2012b), utilizando o0 mesmo modelo animal de
leishmaniose cutanea, 0 17-DMAG levou a cura clinica e parasitologica dos animais tratados.
Quando comparamos a eficacia terapéutica em animais com inicio na 3% e 5% semanas,
observamos que a reducdo da carga parasitaria foi completa nos linfonodos dos animais que
iniciaram o tratamento tardiamente, diferente daqueles que iniciaram na 3% semana, que
mantiveram baixa carga ap0s quatro semanas de tratamento. De acordo com nossos achados,

Unger et al. (2009) identificaram taxas de falha terapéutica menores em pacientes com
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leishmaniose cutanea que apresentavam lesGes ulceradas, comparadas aquelas de pacientes que
comecavam o tratamento quando as lesdes se encontravam em fases mais precoces de evolucao.

O efeito anti-Leishmania observado nos nossos ensaios in vivo vem acompanhado da
diminuicdo do infiltrado inflamatorio, precocemente, a partir de quatro dias do inicio do
tratamento, sugestivo de uma diminui¢cdo do recrutamento de células para o local da les&o.
Adicionalmente, observamos aumento transitorio do percentual de linfécitos T reg nos
linfonodos drenantes em sete dias, ndo observado quatro dias ap6s o inicio do tratamento por
via intraperitoneal. Esses achados s&o sugestivos do 17-DMAG ter um efeito antiinflamatorio,
que pode ser benéfico no tratamento da leishmaniose cutanea, como anteriormente descrito no
uso do 17-AAG no tratamento in vitro contra L. amazonensis (PETERSEN et al., 2012a) e para
tratamento de doencas autoimunes e inflamatdrias como aterosclerose, derrame e colite
(BLANCO-COLIO et al., 2010; SHIMP et al., 2012; QI et al., 2014; TUKAJ et al., 2014;
TUKAJ; GRZEGORZ, 2016; UDDIN et al., 2020). O aumento do percentual de linfécitos T
reg observados no sétimo dia de tratamento, que ndo foi observado nos dias 4 ou 28, reforca
essa hipdtese. Isso pode ser justificado pois células T reg sdo conhecidas por regular a
inflamacé&o causada pela liberacdo de citocinas e quimiocinas por linfécitos T CD4" e T CD8"
(BELKAID et al., 2002; PETERS SACKS, 2006; RUIZ; BECKER, 2007; FALCAO et al.,
2012). Em conjunto, os dados obtidos com o tratamento de camundongos por via intraperitoneal
no nosso trabalho sugerem que o 17-DMAG pode estar atuando tanto por acao direta sobre o
parasito, causando a sua eliminacéo no sitio da infeccdo e no linfonodo de drenagem, quanto o
composto pode atuar na modulagéo do sistema imune do hospedeiro, diminuindo a inflamacao,
por uma possivel reducdo do recrutamento de células para o local da lesdo, e aumentando
transitoriamente o percentual de células T reg no linfonodo drenante desses animais.

O capitulo 2 abordou a avaliacdo da seguranca e eficacia do 17-DMAG em base de
hidrogel aplicado por via topica utilizando 0 mesmo modelo experimental de leishmaniose
cutdnea empregado nos ensaios descritos no Capitulo 1. O 17-DMAG se manteve
guimicamente estavel em hidrogel a 4 ou a temperatura ambiente,, mas ndo a 37 °C Apesar de
ndo termos encontrado estudos anteriores que avaliaram a estabilidade do 17-DMAG guando
incorporado em hidrogel, estudo similar utilizando o antibidtico tetraciclina mostrou
igualmente estabilidade do farmaco incorporado em hidrogel na temperatura de 5 °C, enquanto,
quando exposto a 23 °C, houve uma redugdo da concentragdo do farmaco, acompanhada pela
alteracdo da sua coloragdo (KOSTRZEBSKA et al., 2021). Adicionalmente, nossos ensaios
mostraram uma liberag&o controlada do 17-DMAG a partir da matriz polimérica do hidrogel,

sugerindo a sua liberacdo controlada, similar ao observado em outros estudos, utilizando o



181

antibiotico levofloxacino (SHARMA et al., 2018) ou o antiviral aciclovir (MALIK et al., 2017)
incorporados em hidrogéis. Acreditamos que essa liberagcdo controlada pode reduzir eventos de
toxicidade local e sisttmica da aplicacdo do 17-DMAG (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014;
ANSELMO etal., 2018). Por fim, nos nossos ensaios in vivo, mostramos que a aplicacao topica
do 17-DMAG em hidrogel foi tdxica para camundongos saudaveis apenas nas maiores
concentragOes testadas, intensificada pelo uso de colares elizabetanos devido ao aumento do
tempo de exposicdo. A toxicidade detectada foi reversivel, apds a suspensdo do tratamento e
que, nas concentracfes de 0,10 ou 0,15 mg/g o farmaco em hidrogel é capaz de acelerar a
cicatrizagdo das lesdes de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis. Com o uso
desses dispositivos os animais ficam impedidos de remover a formulagéo, justificando o
aumento da toxicidade local (WELSS et al., 2004; COHN;COTE, 2020; SHENODA et al.,
2020; STAPLETON; LEE, 2021). Além disso, identificamos discreta reacdo inflamatdria e
aumento discreto da espessura da orelha, em animais que foram tratados diariamente com o
hidrogel branco ou com o adesivo curativo tegaderm. Sugerimos que a toxicidade esta
relacionada a manipulacdo diaria da orelha dos animais, gerando dilatacdo dos vasos e
recrutamento de células, gerando uma resposta inflamatéria no local (CHEN et al., 2018). Por
fim, a eficcia do tratamento topico com o 17-DMAG em hidrogel foi observada nas
concentracdes de 0,10 ou 0,15 mg/g, com o fechamento das lesbes na orelha dos animais
infectados por L. braziliensis. De maneira similar, Martinez-Salazar et al. (2020) observaram o
fechamento das lesbes em camundongos infectados por L. major e tratados por via topica com
0 composto MF29. Os dados da aplicacdo topica do 17-DMAG obtidos até aqui, em conjunto,
sugerem que este farmaco pode ser utilizado para compor novos esquemas terapéuticos, como
tratamento Unico ou associado a farmacos aplicados por via sistémica, auxiliando na
cicatrizacao das lesdes.

No Capitulo 3 produzimos e caracterizamos nanoparticulas poliméricas (NPs) de PLGA
para a liberacdo controlada do 17-DMAG, para posterior tratamento in vitro e in vivo no
controle da infecgdo por L. braziliensis em modelo murino de leishmaniose cutanea.
Comparando-se as caracteristicas das NPs produzidas por dois protocolos distintos de dupla
emulsdo (P1 ou P2), ambos os protocolos produziram NPs com formato esférico e de superficie
lisa. O P2 produziu NPs de menores tamanhos e com indice de polidispersdo (Pdl) mais
homogéneo. Essas caracterizacbes morfologicas sdo essenciais para a compreensdo das
possiveis interacdes dessas NPs com as células, aléem das possiveis rotas de internalizacéo, sua
localizacdo intracelular e a possibilidade de ocorréncia de toxicidade (SHANG et al., 2014).

Adicionalmente, as NPs produzidas pela otimizacdo de P2 apresentaram maior
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eficiéncia de encapsulamento (%EE), o que garante uma menor perda do principio ativo durante
0 processo de producdo das NPs, sendo, portanto, um protocolo mais economicamente
favoravel. As NPs produzidas por P2 apresentaram liberacao sustentada do farmaco ao longo
do tempo e foram internalizadas por BMM@. O perfil de liberagdo do 17-DMAG a partir das
NPs est4 de acordo com outros farmacos hidrofilicos encapsulados em NPs, onde observa-se,
inicialmente, uma liberacdo répida, consistente com a liberacdo das moléculas do farmaco que
encontram-se adsorvidas na superficie das NPs, seguida de uma liberacdo mais lenta e
sustentada nas horas seguintes, consistente com a degradacdo gradual da matriz polimérica do
PLGA e liberagdo do farmaco encapsulado (HIRENKUMAR; STEVEN, 2012; KAPOOR et
al., 2015; RIETSCHER et al., 2016; MIR et al., 2017; RAFIEI; HADDADI, 2017; AFZAL et
al., 2019). Observamos também que NPs produzidas com o mesmo protocolo contendo
rodamina sdo internalizadas por macréfagos. Este resultado € similar a outros estudos que
mostraram de NPs sdo internalizadas por fagocitos profissionais, como células de linhagens
macrofagica RAW e J774sem apresentar sinais de toxicidade celular (COHEN-SELA et al.,
2009; NICOLETE et al., 2011; PETERSEN et al., 2018; COUTO et al., 2020; VAN HEES et
al., 2020). Apesar da necessidade de estudos adicionais para investigar o efeito bioldgico e
imunolégico das NPs aqui produzidas no controle da infeccdo in vitro e in vivo por L.
braziliensis, essas NPs produzidas por P2 apresentaram caracteristicas fisico-quimicas,
morfolégicas e bioldgicas compativeis para sua utilizacdo no tratamento de modelos
experimentais de leishmaniose cutanea.

Em conjunto, apesar da necessidade de estudos adicionais para melhor compreender o0s
mecanismos de acdo anti-Leishmania do 17-DMAG, os dados apresentados no presente
trabalho colocam este farmaco como um tratamento promissor contra a leishmaniose cutanea,
tanto quando aplicado sistemicamente, quanto aplicado localmente, diretamente sobre as
lesbes. Adicionalmente, o uso de nanoparticulas de PLGA contendo este farmaco pode

constituir uma alternativa inovadora para liberacdo controlada do farmaco.
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9 CONCLUSAO

O 17-DMAG ¢ eficaz no tratamento de leishmaniose cutdnea em modelo murino de
infeccdo por L. braziliensis, quando aplicado por via intraperitoneal ou tdpica, e nanoparticulas
contendo 17-DMAG foram produzidas, com boas caracteristicas para futuros ensaios de

eficacia no controle das infecgdes in vitro e in vivo por L. braziliensis.
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10 PERSPECTIVAS

- Verificar a ocorréncia de recidiva em camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis,
apos finalizacdo do tratamento com inicio tardio usando o 17-DMAG;

- Caracterizar a resposta imune de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis e
tratados com 17-DMAG,;

- Avaliar o efeito do 17-DMAG na migracdo e na expressdo de moléculas relacionadas a
migracdo de BMM®@ infectados ou ndo com L. braziliensis;

- Verificar a carga parasitaria na orelha e linfonodo drenante de camundongos BALB/c
infectados por L. braziliensis e tratados com 0 17-DMAG por via topica;

- Avaliar o efeito da combinacao do 17-DMAG com o Glucantime ou Anfotericina B, contra
promastigotas e amastigotas intracelulares de L. braziliensis, in vitro;

- Estabelecer esquemas terapéuticos eficazes no controle da infeccdo de camundongos
BALB/c por L. braziliensis utilizando o 17-DMAG, Glucantime ou Anfotericina B aplicado
por via intraperitoneal, associado ao 17-DMAG aplicado por via tdpica;

- Avaliar a eficacia do 17-DMAG por via topica, associado a Miltefosina por via oral, no
controle da infecgdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis.

- Avaliar o efeito de NP-17-DMAG no controle da infecgdo por L. braziliensis, in vitro e in

Vivo.
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