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RESUMO

A leishmaniose compreende um complexo de doencas causadas por parasitos do género
Leishmania, e € endémica em 88 paises, com uma populacdo de 350 milhdes de individuos
sob o risco de contrair a infec¢do. O tratamento convencional da leishmaniose é realizado com
antimoniais pentavalentes, e estd associado a iniumeros efeitos adversos e falha terapéutica.
Dessa forma, a busca por novas alternativas terapéuticas para esta doenca é de extrema
relevancia. O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antileishmania de
farmacos antimalaricos in vitro e em modelo murino de leishmaniose tegumentar causada por
Leishmania amazonensis. Os farmacos antimaléricos testados foram o artesunato, a
cloroquina, a hidroxicloroquina, a mefloquina e a primaquina. Destes, a cloroquina e a
hidroxicloroquina n&o reduziram, de forma significativa, o crescimento de formas
promastigotas do parasito na concentracdo de 50 UM. Entretanto, estes dois farmacos foram
eficazes em reduzir o nimero de amastigotas em macrofagos murinos, apresentando valores
de ICso de 0,78 + 0,08 uM e 0,67 + 0,12 uM, respectivamente. A mefloquina apresentou valor
de ICso de 8,4 + 0,70 uM contra promastigotas do parasito, enquanto que, contra formas
amastigotas o 1Csp foi 1,56 + 0,19 pM. A andlise ultraestrutural de células infectadas e
tratadas com a cloroquina ou com a mefloquina mostrou o acimulo de corpos
multivesiculares no citoplasma do parasito. Este resultado sugere o comprometimento da via
endocitica da Leishmania apds o tratamento com estas moléculas. O tratamento oral de
camundongos CBA infectados com L. amazonensis reduziu a lesdo e o parasitismo nos
animais infectados. Diferente destes resultados, o tratamento com a mefloguina néo reduziu o
parasitismo nos animais infectados, apesar de ter reduzido o tamanho da lesdo. Com base
nestes resultados é possivel concluir que a cloroquina pode representar uma alternativa
terapéutica ao tratamento convencional da leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Leishmaniose. Leishmania amazonensis. Macrdéfagos. Farmacos.

Antimalaricos. Tratamento.
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ABSTRACT

Leishmaniasis comprises a complex of diseases caused by parasites of the genus Leishmania
and is endemic in 88 countries, with a population of 350 million individuals at risk of
contracting the infection. The conventional treatment of leishmaniasis based on pentavalent
antimonials is associated with several adverse effects and treatment failure. Thus, the search
for new therapeutic alternatives for this disease is extremely relevant. This study aims to
evaluate the antileishmanial activity of antimalarial drugs in vitro and in a murine model of
cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis. The antimalarial drugs tested
were artesunate, chloroquine, hydroxychloroquine, mefloquine and primaquine. Of these,
chloroquine and hydroxychloroquine did not reduce, significantly, the growth of
promastigotes of the parasite at a concentration of 50 uM. However, these two drugs were
effective in reducing the number of amastigotes in murine macrophages, with 1Csq values of
0.78 £ 0.08 uM and 0.67 £ 0.12 uM, respectively. Mefloquine had an ICs, value of 8.4 + 0.70
MM against promastigote forms, whereas the 1Csp against amastigotes was 1.56 + 0.19 pM.
The ultrastructural analysis of infected cells and treated with chloroquine or mefloquine
showed accumulation of multivesicular bodies in the cytoplasm of the parasite. This result
suggests the involvement of the endocytic pathway of Leishmania after treatment with these
molecules. Oral treatment of CBA mice infected with L. amazonensis reduced lesion size and
parasitism in infected animals. In contrast, treatment with mefloquine did not reduce the
parasite load in infected animals, although it did reduce the size of the lesion. Based on these
results we conclude that chloroquine may represent a therapeutic alternative to conventional
treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis. Leishmania amazonensis. Macrophages. Drugs. Antimalarials.

Treatment.
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1. INTRODUCAO
1.1 Leishmaniose

A leishmaniose compreende um complexo de doencas infecciosas, causadas por parasitos
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania e
subgéneros Leishmania ou Viannia. Tais protozoarios tém como vetores inimeras espécies de
insetos genericamente denominados flebotomineos. A doenca pode se manifestar sob duas
formas clinicas distintas, a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT)
(Figura 1). Estas duas formas clinicas apresentam ampla distribuicdo pelo mundo, sendo que
algumas espécies dos parasitos sdo restritas a determinadas localidades. Sendo assim, existe a
classificacdo de leishmaniose do “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa) e do “Novo
Mundo” (América Latina) (GOTO et al., 2010).

Figura 1. Formas clinicas da leishmaniose. Diferentes formas clinicas da doenga podem ocorrer dependendo da
espécie do parasito envolvida na infeccdo e da interacdo parasito-hospedeiro: (a) leishmaniose cuténea
localizada; (b) leishmaniose mucocuténea; (c) leishmaniose cutinea disseminada; (d) leishmaniose cutanea
difusa e (e) leishmaniose visceral. Fonte: Adaptado de Unger et al., 2009; Guimaraes et al., 2005; Costa et al.,
2009; Brasil, 2006.



A LV é caracterizada pela disseminacdo dos parasitos para 6rgdos como baco, figado,
linfonodos e medula Ossea, sendo potencialmente letal (10% dos casos) caso ndo seja
instituido rapidamente o tratamento. A LV apresenta diferentes manifestacdes clinicas,
variando entre a forma assintomatica, a oligoassintomatica e a forma classica da doenga,
caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre, pancitopenia e hipergamaglobulinemia
(DRUMOND, 2011). A doenca acomete individuos de faixa etaria distintas, entretanto
observa-se que, em areas endémicas, aproximadamente, 80% dos casos sdo registrados em
criancas menores de 10 anos. Inimeros casos de co-infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e Leishmania estdo sendo documentados em diversas regides do mundo,
somando 35 paises, como consequéncia da sobreposicdo das areas de risco para as duas
doencas. A co-infeccdo pode acelerar o curso clinico da infeccdo pelo HIV, bem como
resultar em forma mais grave da LV, em conseqiiéncia do comprometimento da resposta
imunolodgica nos individuos acometidos (WHO, 2011b).

A LT é caracterizada pelo acometimento de estruturas cutaneas, de forma localizada ou
difusa, podendo acometer também as mucosas oral e/ou nasal (COSTA, 2005). Logo,
diferentes formas clinicas da doenca podem ser observadas como reflexo da espécie de
Leishmania envolvida na infeccdo e do perfil genético e imunologico do hospedeiro. Dessa
forma, a doenca pode variar entre a forma benigna, caracterizada pela presenca de uma unica
Ulcera cutanea localizada que pode evoluir para cura espontanea, e doenca cronica, latente e
com tendéncia de disseminacdo (BITTENCOURT, 2005). No “Novo Mundo”, a LT,
denominada leishmaniose tegumentar americana (LTA) é classificada segundo as
manifestacdes clinicas, caracteristicas histopatoldgicas e a resposta imunoldgica do
hospedeiro contra o parasito. Sendo assim, a LTA pode ser classificada em cuténea
localizada, mucocuténea, cutanea disseminada e cutanea difusa (GONTIJO, 2003; SILVEIRA
et al., 2004; SILVEIRA et al., 2009).

Diversas espécies de Leishmania sdo reconhecidas por causarem doenca em humanos,
com distribuicdes geogréaficas distintas. Na Tabela 1 estdo listadas as diversas espécies do
parasito e as respectivas formas clinicas que podem causar, ressaltando o fato da importancia
da espécie de Leishmania envolvida na infeccdo, bem como da resposta imunoldgica
desenvolvida pelo hospedeiro (KAYE, 2011).



Tabela 1: Principais espécies de Leishmania que causam doenca em humanos e formas clinicas®

Forma Clinica Espécies

Velho Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Visceral Leishmania donovani e Leishmania infantum

Leishmaniose Cutanea Leishmania major, Leishmania tropica e
Leishmania aethiopica

Leishmaniose Cutanea Difusa Leishmania aethiopica

Novo Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Visceral Leishmania chagasi

Leishmaniose Cutanea Leishmania chagasi, Leishmania mexicana,
Leishmania pifanol e Leishmania amazonensis

Leishmaniose Cutanea Difusa Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis

Novo Mundo, subgénero Viannia

Leishmaniose Cutanea Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis,
Leishmania panamensis e Leishmania peruviana

Leishmaniose Mucocutanea Leishmania braziliensis e Leishmania panamensis

3 Adaptada de KAYE, 2011.

Independente da espécie do parasito envolvida na infec¢do natural, a porta de entrada do
patdbgeno € a mesma durante a infeccdo por Leishmania (MURRAY et al., 2005). A
transmissdo ocorre, como demonstrado na Figura 2, no momento em que formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania sdo inoculadas na derme do hospedeiro mamifero
no momento do repasto sanguineo de fémeas de insetos do género Phlebotomus (“Velho
Mundo”) ou Lutzomyia (“Novo Mundo”) (SANTOS et al., 2008). As promastigotas
metaciclicas sdo fagocitadas principalmente por células do sistema mononuclear fagocitico.
Entretanto, eventos iniciais, tais como a interacdo entre parasitos e neutrofilos, bem como
destas células com macrofagos, parecem desempenhar um papel importante na sobrevivéncia
do parasito e no estabelecimento da infeccdo. Peters et al. (2008) demonstraram que L. major
utiliza o rapido influxo de neutréfilos induzido pela lesdo tecidual apds a inoculagcdo do
parasito para o estabelecimento da infeccdo (PETERS et al., 2008). Apesar da relacdo
dinamica entre neutréfilos e promastigotas metaciclicas logo ap6s o inéculo, os macr6fagos
sdo as células hospedeiras definitivas dos parasitos (PETERS et al., 2008). No interior destas

células, as promastigotas transformam-se em amastigotas, formas arredondadas do parasito,



com flagelo internalizado e que se multiplicam no interior do vactolo parasitéforo. Com a
intensa multiplicacdo parasitaria, ocorre a lise das células, liberando os parasitos que serdo
novamente internalizados por outros fagocitos. O ciclo biolégico do parasito € completado no
momento em que o inseto, ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, ingere
células contendo amastigotas ou parasitos livres no sangue ou na linfa. No intestino do
hospedeiro invertebrado, as amastigotas se diferenciam em promastigotas curtas, largas e de
vida livre na luz do intestino do inseto, e em paramastigotas arredondadas, que se ligam a
parede intestinal até que se diferenciem em promastigotas metaciclicas e migrem para a
porcdo anterior do aparelho digestivo do inseto, tornando-se aptas para a infeccdo
(MICHALICK, 2005). Com base no ciclo bioldgico, as amastigotas sdo responsaveis pela
manutencdo da infeccdo no hospedeiro mamifero, constituindo o alvo para a acdo de

moléculas com atividade antileishmania.
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Figura 2. Ciclo de vida de parasitos do género Leishmania. Fonte: Kaye (2011).
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1.2 Epidemiologia

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose é considerada
endémica em 88 paises, com uma populacdo de 350 milhGes de individuos sob o risco de
contrair a infecgdo e uma incidéncia de 2 milhdes de casos, incluindo os casos de LT (1,5
milhdes de novos casos por ano) e LV (500.000 novos casos por ano). Atualmente, estima-se
que 12 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo parasito, sendo que este cenario pode estar
sendo influenciado por sub-notificacdes, uma vez que a notificagdo é compulséria em apenas
32 dos 88 paises afetados (WHO, 2011a). Em relagdo a forma cutanea da doenca, estima-se
que a mesma seja endémica em 82 paises, sendo que destes apenas 10 contribuem com mais
de 90% dos casos, entre eles o Brasil, totalizando, aproximadamente, 10 milhdes de pessoas
doentes no mundo (WHO, 2007). Portanto, a doenca merece atencdo devido a sua magnitude,
ao risco de desenvolvimento de deformacg6es, assim como pelo envolvimento psicolégico,
com reflexos em aspectos sociais e econdomicos que ela causa (BRASIL, 2007).

Diante das constantes mudancas ambientais causadas pelo homem, como a
urbanizacdo e o desmatamento, observa-se a expansao da LT, caracterizada pela transmissao
da doenca, antes restrita a areas rurais e agora também presente nas zonas urbanas. Além
disso, a constante migracdo de um numero crescente de individuos contribui para a
disseminacdo da doenca, sendo que forma tegumentar esta presente entre as 10 doencas de
pele que mais acometem turistas que retornam de paises tropicais (PAVLI, 2010).

No Brasil, a LTA tem ampla distribuicdo com registros de casos em todas as regifes
do pais. A partir da década de 80 verifica-se 0 aumento do nimero de casos registrados,
variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995), quando houve a implantacdo das acOes de
vigilancia e controle da leishmaniose no pais. Entre 1995 e 2005 verifica-se uma média anual
de 28.568 casos. Individuos do sexo masculino (74% dos casos) maiores de 10 anos (90% dos
casos) sdo os mais acometidos (BRASIL, 2007). No Brasil, os principais agentes causais da
LTA sdo a Leishmania braziliensis, a L. amazonensis e a L. guyanensis. Estas espécies sdo
associadas ao desenvolvimento de quatro formas clinicas da doenca: a leishmaniose cutanea
localizada, a leishmaniose mucocuténea, a leishmaniose cuténea difusa e a leishmaniose
disseminada (GUIMARAES et al., 2005). As diferentes espécies de parasitos sdo transmitidas
por variadas espécies de vetores, com habitos distintos e, possivelmente, adaptados a areas
peridomésticas (BASSANO, 2004).

Diante do exposto, fica evidente a importdncia da LT no mundo, e mais

especificamente no Brasil, tornando de extrema necessidade medidas de controle da doenca,



através da vigilancia epidemioldgica e entomoldgica, e o estabelecimento de tratamentos

eficazes, seguros e viaveis economicamente.

1.3 Tratamento

O tratamento de primeira escolha da leishmaniose é realizado com os antimoniais
pentavalentes (Sb®), incluindo o stibogluconato de sédio e o antimoniato de N-metil
glucamina (Figura 3). O tratamento inicial € baseado na administracdo diaria de 20 mg/kg
durante 20 dias, nos casos de LT, e 30 dias para o tratamento da LV (WHO, 2010). Estes
farmacos foram introduzidos na terapia da leishmaniose em 1940, mostrando-se menos
toxicos do que o seu analogo trivalente. O mecanismo exato de acdo do antimonial
pentavalente ainda ndo foi completamente elucidado. Sendo assim, é possivel que a molécula
seja bioativada, através do seu metabolismo in vivo, ou possua atividade antiparasitaria
intrinseca. Neste contexto, inUmeros mecanismos de acdo sdo propostos para 0s antimoniais
pentavalentes (FREZARD et al., 2009). A molécula pode ser reduzida em antimonial
trivalente através da atividade de enzimas contidas em diferentes tipos e compartimentos
celulares, como glutationa, presente em células de mamiferos, cisteina e cisteinil-glicina nos
lisossomos e pela tripanotiona, predominante em células parasitarias (FERREIRA et al., 2003;
FLOHE, 2011). E proposto um modelo de reducio da molécula em compartimentos acidos e
por amastigotas, visto que a 6xido-reducéo é favorecida em temperatura elevada e baixo pH
intracelular (FREZARD et al., 2009). Além disso, a participacdo de enzimas do parasito na
bioativacdo do farmaco é observada, conferindo suscetibilidade de amastigotas ao tratamento
(ZHOU et al., 2004; DENTON et al., 2004).
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Figura 3: Estruturas moleculares dos farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose. Fonte: Adaptado de

Croft et al., 2006.

Mesmo sendo o tratamento de primeira escolha para leishmaniose, o uso clinico dos
antimoniais pentavalentes € associado a inumeras limitacbes, requerendo supervisao
cuidadosa de profissionais de satide (FREZARD et al., 2009). O tratamento é acompanhado
de dor no local da administracdo do medicamento (intramuscular ou intravenosa), além de
efeitos adversos sistémicos como mialgia, vémito, célica abdominal, diarréia, rash cutaneo,
hapatotoxicidade e cardiotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2011). Individuos com morbidades
cardiaca, renal, hepatica ou pancreatica pré-existente, assim como pacientes com idade
avancada e risco de mortalidade associado a toxicidade do medicamento, ndo devem ser
tratados de forma sistémica com os antimoniais (WHO, 2010). Associado a estas limitacdes,
observa-se 0 aumento nos casos de falha terapéutica resultante da baixa sensibilidade
intrinseca ou adquirida de algumas espécies de Leishmania aos antimoniais, variacdes
farmacocinéticas e da condicdo imunoldgica do individuo infectado. Este ultimo aspecto esta
relacionado com a falha do tratamento em pacientes com a forma anérgica difusa ou
portadores de co-infeccdo pelo HIV (CROFT et al., 2006).



Outros farmacos, tais como a anfotericina B, a paromicina e a pentamidina (Figura 3),
também sdo utilizados na terapia, porém, assim como 0s antimoniais, apresentam efeitos
adversos significativos e necessitam de administracdo parenteral e monitoramento (CROFT et
al., 2006). Diante da problematica envolvendo o tratamento sistémico com os antimoniais,
como efeitos adversos graves, alto custo, administracdo intramuscular ou intravenosa e
necessidade de monitoramento médico, muito tem sido feito para o desenvolvimento de
formulagdes mais seguras e de administracdo oral. Os principais produtos gerados foram a
formulagéo lipossomal da anfotericina B e a miltefosina que foi originalmente desenvolvida
como um antineoplasico, mas Gtil no tratamento da leishmaniose visceral e administrada por
via oral (FREZARD et al., 2009). Entretanto, o alto custo associado ao uso da anfotericina B
lipossomal, assim como a teratogenicidade e o baixo indice terapéutico da miltefosina, foram
fatores que contribuiram para a ndo resolucdo dos problemas associados ao tratamento da
leishmaniose por esses farmacos.

Especificamente em relacdo a forma tegumentar da doenca, uma alternativa ao
tratamento sistémico é o tratamento local. Segundo a OMS, determinados critérios devem ser
considerados antes da escolha deste tipo de tratamento: menos de quatro lesdes que requerem
tratamento imediato e com didmetro menor do que cinco centimetros; presenca de lesdes sem
o potencial de causar mutilacdo ou incapacidade do individuo, como lesbes na face e
articulacdes; pacientes sem comprometimento do sistema imunologico e passivel de
acompanhamento medico (WHO, 2010). Apesar de a OMS considerar o tratamento tdpico
inadequado nos casos de infeccdo por L. braziliensis e L. panamensis devido ao risco de
disseminacdo do parasito, é estabelecido que o tratamento local seja vidvel em casos
selecionados de LTA, ja que o proprio tratamento sistémico ndo previne o surgimento da
forma mucosa da doenca em aproximadamente 5% dos casos (WHO, 2010). Utilizando esta
via de administracdo, o tratamento com paromicina se mostra eficaz durante a infeccéo
causada por L. major, além de ser simples e barato, resultando em beneficio para o sistema
publico de saiude (SALAH et al., 2009; ASSILIAN et al., 2003). Sabendo-se das vantagens do
tratamento tépico em relacdo as terapias sistémicas, como menos efeitos adversos, menor
custo e maior facilidade de adesdo do paciente ao tratamento, o desenvolvimento de farmacos
com atividade topica pode representar um avanco para o controle farmacoldgico da LT.
InjecBes intralesionais do antimonial pentavalente representam outra modalidade de
tratamento local, entretanto sdo dolorosas, dificeis de serem administradas em criancas e em

pacientes com maltiplas lesdes (BLUM et al., 2004).



Além da quimioterapia local, a termoterapia mostra-se como uma ferramenta
importante no tratamento de lesdes cutaneas, utilizando ondas de radiofreqiiéncia. Esta
modalidade de tratamento resultou na cura de lesdes cutaneas causadas por L. major com a
eficacia terapéutica igual ao tratamento intralesional com antimonial pentavalente,
superioridade em relacdo a terapia com antimonial sistémico e efeitos adversos
significativamente menos graves quando comparada com o tratamento de primeira escolha,
incluindo apenas edema local e eritema (REITHIGER et al., 2005; ARONSON et al., 2010).
Além disso, a termoterapia apresentou um efeito modulador da resposta imunolégica em
pacientes, semelhante ao observado durante o tratamento com antimonial em individuos com
leishmaniose cutanea (LOBO et al., 2006). Portanto, a termoterapia também representa uma
ferramenta importante no tratamento de algumas formas da LT sendo mais segura do que o
tratamento convencional.

Apesar de novas terapias sistémicas estarem em desenvolvimento, ainda ha um custo
exorbitante associado a investigacdo e comercializacdo de novos farmacos. O sequenciamento
do genoma de parasitos como a Leishmania proporcionou a expansdo do conhecimento
molecular e bioquimico destes microrganismos. No entanto, o desenvolvimento de novos
medicamentos para este tipo de doenca ainda € limitado (WHO, 2003). Segundo Croft e
Olliaro (2011), atualmente existem avancos significativos no tratamento da LV, entretanto
este avanco € menor em relagcdo a LT localizada ou a forma mais complexa da doenca. Estes
mesmos autores destacam que o objetivo das pesquisas envolvendo a quimioterapia da
leishmaniose tem como objetivo o busca por medicamentos mais seguros, baratos, de
administracdo oral, curto periodo de tratamento (10-14 dias) e, apesar dos avancos, tais
objetivos ainda estdo distante de serem alcancados para as duas formas clinicas da doenca
(Croft, 2011).

Sabe-se que existe uma necessidade crescente de novos medicamentos para 0
tratamento das doencas negligenciadas, incluindo a leishmaniose. Entre 1975 e 1999, de 1393
novas moléculas introduzidas no mercado mundial, somente 13 foram especificamente para o
tratamento de doencas infecciosas negligenciadas (WHO, 2003). Estima-se que o custo
envolvido em estudos clinicos com uma molécula candidata a um novo farmaco destinado a
humanos seja da ordem de 500 milhdes a 2 bilhdes de ddlares, dependendo da classe
terapéutica, com duracdo de 10 a 15 anos para que o produto seja disponibilizado no mercado
(ADAMS, 2006). Além disso, regulamentos mais rigorosos estabelecidos pelas agéncias
sanitarias também estdo conduzindo a um aumento significativo no tempo e custo de

desenvolvimento de novos medicamentos (ASHBURN, 2004).



Para as doencas negligenciadas o principal problema é a auséncia de suporte
financeiro e mecanismos de gestdo adequados para o desenvolvimento de medicamentos, o
que normalmente é financiado pelas inddstrias farmacéuticas. Este alto custo associado a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, aliado a auséncia de um retorno financeiro
significante, resulta na falta de investimentos destas industrias neste campo de pesquisa
relacionado com as doengas tropicais (WHO, 2003). Como conseqliéncia, a pesquisa € 0
desenvolvimento de novos farmacos acontecem, principalmente, em companhias de

biotecnologia e centros académicos de pesquisa (EKINS et al., 2011).

1.4 Reposicionamento de medicamentos

Diante desta problematica, a estratégia conhecida como reposicionamento de
medicamentos pode representar uma forma de desenvolvimento mais barato e rapido de novos
tratamentos para doencas como a leishmaniose. O reposicionamento de farmacos consiste em
desenvolver novas indicacdes para medicamentos ja existentes, ainda disponiveis ou ndo no
mercado, que tenham indicacdo para outras doencas e/ou alvos terapéuticos ja descobertos
(ASHBURN, 2004). O longo processo de pesquisa e desenvolvimento pelo qual uma
molécula candidata a novo farmaco passa € composto, basicamente, de trés estagios: a
descoberta, onde o novo composto passard pelo processo de triagem e sera identificado; os
testes pré-clinicos, nos quais 0 composto sera testado in vitro e em modelo animal e os testes
clinicos, em que o composto sera testado em humanos. Além desta longa trajetéria, o
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é extremamente arriscado,
em vista da falta de garantia de retorno financeiro baseado em resultados de testes clinicos.
De acordo com Kaitin (2010), dos compostos candidatos a novos farmacos que passaram por
estudos clinicos entre 1999 e 2004 apenas 16% provavelmente chegardo ao mercado. E
evidente que a produtividade da industria farmacéutica estd insuficiente com base nos
investimentos neste campo de pesquisa, que foi estimado em 50 bilhdes de dblares em 2008,
com a aprovacdo de no maximo 20 medicamentos no mesmo periodo. Além disso, destes
produtos aprovados, apenas a metade compensara o investimento realizado (ASHBURN,
2004; KATIN, 2010). Com o objetivo de reaver os custos durante o processo de pesquisa e
desenvolvimento, os investidores tendem a focar em pesquisas para o tratamento de doencas
crbnicas, como doencas cardiovasculares, enddcrinas, psicoldgicas, neuroldgicas e canceres,
que representam um forte mercado consumidor. Este cenario traz como conseqiiéncia o

paradigma do baixo investimento em pesquisa e desenvolvimento em medicamentos para o



tratamento de doencas infecciosas emergentes, causadas por microrganismos multirresistentes
e doencas tropicais negligenciadas. Apesar de receberem pouco investimento em pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos pelas indudstrias farmacéuticas, estas doengas constituem
um sério problema de saude publica, principalmente em paises menos favorecidos
economicamente e paises emergentes (CHONG, 2007).

A estratégia do reposicionamento de medicamentos apresenta vantagens em relacdo ao
método convencional de descoberta de novos farmacos. Existe a reducdo substancial do custo
(em até 40%) e do tempo (3-12 anos), visto que dados sobre farmacocinética, toxicidade e
seguranga dos medicamentos estdo disponiveis, resultando em menos riscos de
descontinuidade do estudo durante o desenvolvimento da etapa clinica (ASHBURN, 2004).
Como resultado final, ndo somente as companhias farmacéuticas sdo beneficiadas, mas
também agéncias ndo comerciais como centros académicos e laboratorios do setor publico
(PADHY, 2011).

As idéias para o reposicionamento de medicamentos podem surgir a partir de
observacOes casuais, baseadas no mecanismo de acdo do composto que pode ser Util para o
objetivo do tratamento proposto ou atraves de novas plataformas estabelecidas para identificar
tais oportunidades de reposicionamento. O espectro de tecnologias aplicadas nesta
modalidade de desenvolvimento de farmacos inclui a analise bioinforméatica de banco de
dados, triagem in vitro (‘“high-throughput”), seguida de testes em modelos experimentais
(PADHY, 2011). Dessa forma, a analise in silico das interacdes entre possiveis alvos
terapéuticos e compostos bioativos, associados com a triagem in vitro, informacdes
previamente disponiveis sobre o composto e a validacdo dos resultados em modelos in vivo,
constituem a base do reposicionamento de farmacos (EKINS et al., 2011). Baseada nesta
estratégia, 0 reposicionamento de farmacos é considerada uma ferramenta valiosa para a
descoberta de novos medicamentos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas,
como a leishmaniose. Sendo assim, inimeros medicamentos, como antifungicos azdis,
alopurinol, aminosidina, azitromicina, buparvaquona e sitamaquina, apresentaram eficacia
terapéutica no tratamento da leishmaniose, com base em estudos clinicos, alguns deles ja sdo
Uteis como tratamentos de segunda escolha para a doenca ou ainda encontram-se sob
investigacdo em estudos de fase clinica (URBA et al, 2009). A miltefosina representa o
principal exemplo de reposicionamento relacionado com a leishmaniose. Este medicamento
foi desenvolvido para o tratamento de cancer mama, mas atualmente representa o Unico
farmaco utilizado por via oral para o tratamento da leishmaniose, ap0s apresentar baixa

eficacia na reducdo de tumores durante testes clinicos de fase Il (CHONG, 2007). Portanto,



esta estratégia ¢ fundamental para a descoberta de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da leishmaniose com melhor perfil de eficacia e seguranca, associada ao baixo

custo para o seu desenvolvimento.

2. FARMACOS ANTIMALARICOS

2.1 Antimalaricos e leishmaniose

O estudo da atividade antileishmania de farmacos utilizados no tratamento da maléria
foram iniciados na década de 60 (NANDIM et al. 1972). Apo6s a observacdo da reducdo de
lesGes cutaneas em pacientes com leishmaniose e tratados para a malaria com hidrocloridrato
de cicloguanida, Chavarria et al. (1965) utilizaram o pamoato de cicloguanida para o
tratamento de individuos infectados com L. braziliensis obtendo a cura de 26 dos 30 pacientes
tratados. No ano seguinte, Beltran et al. (1966) utilizaram o mesmo medicamento em
pacientes refratarios ao tratamento convencional, no México. Os resultados deste estudo
mostraram a cura de 76% dos pacientes (BELTRAN et al., 1966 apud NANDIM et al. 1972).
No Velho Mundo, Salen et al. (1969) obtiveram a cura de aproximadamente 48% dos
pacientes tratados com este mesmo medicamento, apds seis semanas. Dos pacientes ndo
curados, observou-se melhora clinica em 31%. Entretanto, no mesmo ano, Bryceson et al.
(1969) ndo obtiveram resultados promissores com o cicloguanil no tratamento da
leishmaniose cutanea na Etiépia (BRYCESON et al., 1969 apud NANDIM et al. 1972).

Além desse, farmacos antimalaricos de diferentes classes ja tiveram a sua atividade
avaliada contra diferentes espécies de Leishmania, sobretudo aquelas encontradas no Velho
Mundo. Estes estudos possibilitaram o desenvolvimento de compostos derivados com o
potencial de se tornarem novos medicamentos para o tratamento da leishmaniose. No presente
estudo, cinco farmacos desta classe foram selecionados: artesunato, cloroquina,

hidroxicloroquina, mefloquina e primaquina (Figura 4).
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Figura 4. Estruturas moleculares dos farmacos antimalaricos.

2.2 Artemisinina e derivados

Um dos farmacos antimalaricos estudados quanto a sua atividade anti-leishmania foi a
artemisinina. Este composto é uma lactona sesquiterpendide com endoperdxido derivada da
semente da Artemisia annua que possui valor medicinal atribuido pelos chineses ha mais de
2000 anos. Este composto foi isolado em 1972 e, a partir desta data, trés moléculas derivadas
da artemisinina foram sintetizadas: a diidroartemisinina, a artemeter e o artesunato, todos eles
com poténcia antimalarica superior a da artemisinina. Os farmacos da artemisinina possuem
acdo rapida, eficaz e segura para o tratamento de pacientes infectados com Plamodium vivax e
Plasmodium falciparum, agindo nas formas eritrociticas assexuadas destes parasitos. Os
compostos de artemisinina sdo eficazes no tratamento da malaria grave causada por

Plasmodium falciparum multirresistente, especialmente quando utilizados juntamente com



farmacos esquizonticidas de acdo duradoura, como a mefloquina. O mecanismo de agdo dos
farmacos da artemisinina envolve a formagéo de radicais induzida pelo ferro da hemoglobina.
A formacdo destes radicais na molécula induz modificagdes covalentes em proteinas do
parasito e promove o efeito antiparasitario do farmaco (TRACY, 2006).

Os estudos de avaliacdo da atividade anti-leishmania da artemisinina e seus derivados
apresentaram resultados promissores em diferentes espécies do parasito. Yang e Liew (1993)
demonstraram que a artemisinina e derivados, como a diidroartemisinina e o artesunato,
foram eficazes no tratamento da leishmaniose cutanea experimental, causada por L. major,
quando administrados pelas vias intralesional, intramuscular e oral (YANG, 1993). Este
trabalho serviu de base para a analise da atividade anti-leishmania de 70 derivados da
artemisinina contra promastigotas de L. donovani. O estudo da relagdo estrutura-atividade
mostrou que o aumento da lipossolubilidade destes derivados estava relacionado com a
poténcia das moléculas derivadas. Além disso, 0 mecanismo da atividade leishmanicida
baseava-se na presenca do grupamento endoperoxido, sugerindo a semelhanca entre 0s
mecanismos de acdo contra Leishmania e Plasmodium (AVERY et al., 2003). Baseado nestes
dados, Chollet et al. (2008) avaliaram a atividade de 19 compostos derivados. Apesar dos
resultados promissores em relagéo a atividade contra formas promastigotas, tais derivados ndo
apresentaram atividade contra formas amastigotas de L. donovani (CHOLLET et al., 2008).

Outros estudos também demonstraram a atividade da artemisinina contra
promastigotas e amastigotas de L. donovani. Este farmaco teve a capacidade de provocar
alteracdes no ciclo celular do parasito e induzir morte celular por apoptose através de um
mecanismo independente de caspase, que possui atividade aumentada na presenca de ions
ferro (SEN et al., 2007; SEN et al., 2010a). Estes dados reforcam o mecanismo de formacéo
de uma molécula radicalar pode estar mediando o efeito da artemisinina contra promastigotas
de Leishmania. Além disso, a artemisinina foi capaz de restaurar os niveis de producédo de
oxido nitrico (NO) em macrofagos infectados com L. donovani e eficaz em modelo
experimental de leishmaniose visceral. Apds o tratamento oral com 10 e 25 mg/Kg/dia
durante 5 dias, camundongos Balb/c infectados com L. donovani apresentaram reducdo do
parasitismo, assim como a restauragdo dos niveis de IFN-y e IL-2 (SEN et al., 2010b).

Em modelo de leishmaniose visceral causado por L. donovani, os animais tratados
com a diidroartemisinina por via oral apresentaram uma tendéncia de reducdo do parasitismo
em 6rgdos como figado e baco, ap6s o tratamento com 25 e 50 mg/kg (YING et al., 2004).

Desta forma, os farmacos derivados da artemisinina representam uma alternativa em

potencial para o desenvolvimento de medicamentos seguros e de facil administracdo, devido a



biodisponibilidade por via oral, para o tratamento da leishmaniose. Além disso, 0S compostos
citados acima estdo disponiveis para uso clinico e, portanto, apresentam suas caracteristicas
de farmacocinética e de seguranca descritas. Logo, pode existir a redu¢do no tempo e no custo
associados com os testes pré-clinicos de toxicidade, caso estes farmacos seja utilizados no

tratamento da leishmaniose.

2.3 Primaquina

A busca de farmacos antimalaricos mais potentes e menos tdéxicos resultou na
descoberta da primaquina, no periodo da segunda guerra mundial. Ao contrario dos outros
farmacos antimaléricos, a primaquina apresenta atividade contra os estagios tissulares do
Plasmodium vivax e Plasmodium ovale. Portanto, este farmaco é eficaz na cura da malaria e
evita a forma recidivante da doenca (TRACY, 2006).

Os estudos da atividade anti-leishmania da primaquina mostraram que este farmaco
apresenta atividade relevante em modelo de infecgéo in vitro de macrofagos peritoneais com
L. donovani, apresentando ICsp igual a 2 pg/mL. Além disso, o uso da primaquina
encapsulada em nanoparticulas mostrou-se eficaz neste mesmo modelo de infecgdo. O uso
deste farmaco contido em um carreador aumentou de forma significante a poténcia do mesmo
quando comparada a molécula livre. (HEURTAULT et al., 2001).

Baseada na atividade antileishmania da primaquina, uma serie de 8-aminoquinolinas
derivadas foi desenvolvida e representam uma fonte importante de possiveis novos farmacos
para o tratamento da leishmaniose. A sitamaquina representa um dos farmacos derivados da
primaquina mais promissores no tratamento da leishmaniose. Esta molécula esteve em estudo
clinico de fase Il na india (TARA et al., 2005) e no Kenia (WASUNNA et al., 2005), e
apresentou resultados promissores no tratamento oral da leishmaniose visceral em cada um
dos paises. No Brasil, os testes clinicos com a sitamaquina ndo apresentaram 0S mMesmos
resultados e observou-se 0 desenvolvimento de nefrotoxicidade apds o uso oral da molécula

durante o tratamento da leishmaniose visceral (DIETZE et al., 2001).

2.4 Cloroquina e hidroxicloroquina

A cloroquina é uma das inimeras moléculas pertencentes ao grupo das 4-

aminoquinolinas estudadas durante a Segunda Guerra Mundial na busca incessante para o



tratamento da maléria. Este fArmaco é util para o tratamento de infec¢bes por Plasmodium
vivax e Plasmodium ovale, assim como para o tratamento profilatico de infec¢bes por
Plasmodium malariae e cepas susceptiveis de Plasmodium falciparum (TRACY, 2006). O
mecanismo de agdo da cloroquina consiste no seu acimulo no vactolo digestivo do
Plasmodium, prevenindo a polimerizacdo do heme, altamente tdxico ao parasito, e a formacao
da hemozoina (KAUR et al., 2010). Dessa forma, a capacidade da molécula em se acumular
no interior de compartimentos &cidos é essencial para a sua habilidade de inibir o crescimento
deste microrganismo. O tratamento com a cloroquina é economicamente acessivel, o
medicamento é amplamente disponivel, bem tolerado e apresenta mecanismo de acao rapido.
Devido a estas caracteristicas, o uso da cloroquina foi indiscriminado no passado, resultando
em resisténcia parasitaria e dificuldade no uso deste medicamento para o tratamento da
malaria nos dias atuais.

A cloroquina € uma molécula lipofilica que atravessa facilmente a membrana
plasmatica por difusdo. Quando administrada por via oral, a molécula é rapidamente
absorvida e apresenta biodisponibilidade de 75-80%. Devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas, a cloroquina ¢ amplamente distribuida e acumulada nos tecidos, com tempo de
meia-via de 3-6 dias em humanos (COOPER, 2008). A capacidade da molecula de se
acumular em compartimentos acidos de forma ndo seletiva, seguindo o gradiente de protons,
contribui para o elevado volume de distribuicdo (160-800 L/kg) do medicamento. Portanto, o0s
efeitos adversos associados ao uso da cloroquina em altas doses, como toxicidade ocular,
podem ser em conseqliéncia de tais propriedades farmacocinéticas da molécula, devido a alta
concentracdo do farmaco nos tecidos, durante um longo periodo. Dessa forma, tornou-se
evidente a necessidade de alterar as propriedades farmacocinéticas da cloroquina, reduzindo o
tempo de meia-vida do medicamento, mas mantendo sua propriedade de se acumular em
compartimentos com pH reduzido, ja que este mecanismo é imprescindivel para sua atividade
anti-Plasmodium. Foi nesse contexto que o derivado hidroxilado da cloroquina, a
hidroxicloroquina, é sintetizada. Esta molécula é metabolizada mais rapidamente do que a
cloroquina, sem alteragdo significativa na atividade antimaldrica (O’NEILL et al.,1998).
Portanto, esta modificacdo estrutural na molécula da cloroquina teve como objetivo alterar as
propriedades farmacocinéticas da mesma e representou uma forma de aumentar o indice
terapéutico deste medicamento.

O mecanismo de acdo destas 4-aminoquinolinas sugere, juntamente com evidéncias da
sua acao terapéutica, de que estas moléculas s&o efetivas no tratamento de infecgdes causadas

por microrganismos intracelulares capazes de multiplicar em vacuolos acidificados, como



bactérias e fungos (ROLAIN et al., 2007). Neste contexto, estudos anteriores ja demonstraram
que o tratamento com cloroquina inibiu a multiplicagdo de Legionella pneumophila em
células mononucleares infectadas (BYRD et al., 1991), assim como o crescimento de
Francisella tularensis em macrofagos infectados (FORTIER et al., 1995), através do
mecanismo de reducdo da disponibilidade de ions ferro para o microrganismo. Associado a
isto, sabe-se que a aquisicdo de ions ferro € de extrema importancia para a manutencdo da
viabilidade da Leishmania e para a sua multiplicacdo no interior do vacuolo parasitéforo
(HUYNH et al., 2006). Assim, a cloroquina e a hidroxicloroquina podem representar uma
nova estratégia para o tratamento da leishmaniose, como demonstrado por estudos clinicos no
Paquistdo em que a cloroquina foi eficaz no tratamento da leishmaniose cutanea apds a
administracdo intralesional (NOOR et al., 2005) ou oral (KHAN et al., 2007).

Diante desta abordagem, torna-se evidente que estas 4-aminoquinolinas podem
representar uma fonte promissora de farmacos para o tratamento da leishmaniose. Portanto, o
conceito de reposicionamento de medicamentos, abordado anteriormente, aplica-se a
cloroquina e a hidroxicloroquina e motiva a avaliacdo da sua atividade anti-leishmania em

diferentes espécies do parasito.

2.5 Mefloquina

A mefloquina é classificada como uma 4-quinolina metanolica, sintetizada durante a
busca de moléculas para o tratamento da malédria causada por cepas de Plasmodium
falciparum resistentes aos medicamentos convencionais. Atualmente, este farmaco ¢é
recomendado exclusivamente para a profilaxia e quimioterapia oral da malaria causada por
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina ou multirresistente. O mecanismo de agédo da
mefloquina ainda ndo esta totalmente elucidado. Assim como outras quinolinas, a mefloquina
interfere na aquisicdo de nutrientes pelo Plasmodium. A mefloquina é capaz de aumentar o
pH intravacuolar do parasito, em baixa concentracdo, e inibir a formacdo do pigmento
malarico (TRACY, 2006). Diferente da cloroquina, a mefloguina ndo é uma molécula
dibasica, dessa forma a sua capacidade de atingir altas concentracfes em compartimentos
acidos nas células é reduzida. Estima-se que esta concentracdo seja aproximadamente 80
vezes a concentracdo da molécula no meio extracelular. A mefloquina apresenta
caracteristicas farmacocinéticas importantes e que devem ser consideradas no tratamento de
infeccOes por microrganismos intracelulares, como tempo de meia-vida prolongada e ampla
distribuicao tecidual (BERMUDEZ et al., 1999).



Os estudos da atividade anti-leishmania da mefloquina mostraram que este farmaco
antimalarico foi eficaz no tratamento de individuos infectados com Leishmania guyanensis no
Equador (LANDIRES et al., 1995). Entretanto, um desfecho clinico oposto foi observado
apo6s o uso deste farmaco no tratamento de individuos com leishmaniose cutanea em area
endémica de L. braziliensis (LAGUNA-TORRES et al., 1999). Em modelo experimental de
leishmaniose cutanea utilizando a infeccdo de camundongos C57BL/6 com Leishmania
amazonensis, 0 tratamento oral com mefloquina apresentou atividade moderada (GALVAO et
al., 2000). Portanto, observa-se uma variagdo nestes resultados envolvendo o tratamento com
a mefloquina, que podem ser consequiéncia da espécie de Leishmania envolvida na infecgéo,
assim como na utilizacdo de um determinado modelo experimental e metodologia de
tratamento.

Diante do exposto, a mefloquina pode ser um farmaco util para o tratamento da
leishmaniose. Assim como para a cloroquina, o reposicionamento da mefloquina pode
representar uma fonte promissora para o tratamento de outras doengas, incluindo a infeccdo

por Leishmania.

3. JUSTIFICATIVA

A LT constitui um grave problema de salde puablica atingindo, principalmente,
individuos em idade economicamente ativa em paises tropicais e subtropicais. Além disso, a
doenca merece atencdo devido a sua magnitude e ao risco de desenvolvimento de
deformacdes (WHO, 2003; BRASIL, 2007).

O tratamento de primeira escolha para a LT estd associado a efeitos adversos graves
(OLIVEIRA et al., 2010), alto custo para o sistema publico de satde e, mais recentemente, ao
desenvolvimento de resisténcia do parasito em algumas localidades do mundo (CROFT et al.,
2006). Diante desta problematica, torna-se primordial a busca por novas moléculas bioativas
gue possam ser empregadas no tratamento da LT. Além disso, novas alternativas ao
tratamento convencional devem ter um melhor perfil de eficicia e seguranca do que a
quimioterapia convencional, além de ser de facil administracdo e custo-efetiva para o sistema
publico de salde.

A LT estad contida no grupo de doencas de pouco interesse de financiamento de
estudos em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos por parte da indudstria
farmacéutica, as chamadas doencas infecciosas negligenciadas. Sabe-se que os estudos

envolvidos neste campo de pesquisa estdo associados a um longo periodo de estudos que



demanda investimentos exorbitantes e ainda estd associado ao risco de que uma pequena
porcentagem das moléculas em analise chegue ao mercado (16%) (KATIN, 2010). Dessa
forma, a maior parte da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para o controle destas
doencas torna-se restrita a centros académicos de pesquisas e laboratdrios publicos de salde
(PADHY, 2011).

Baseado neste cenério e na necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos
para o tratamento de tais doengas, como a LT, o reposicionamento de medicamentos surge
como uma alternativa promissora. Esta estratégia apresenta a vantagem de reduzir,
significativamente, o tempo e o0 gasto associado aos estudos de fase clinica, visto que ja estdo
disponibilizadas as caracteristicas toxicologicas e farmacocinéticas dos medicamentos
analisados (ASHBURN, 2004). Uma das estratégias utilizadas para o reposicionamento de
farmacos é baseada no mecanismo de acdo do composto e nas propriedades da molécula
estudada, que podem ser Uteis para o objetivo do tratamento proposto. Dessa forma, sabe-se
que os farmacos da classe dos antimalaricos sdo moléculas que apresentam mecanismos de
acdo variados, bem como caracteristicas farmacocinéticas que podem ser Uteis para 0
tratamento de outras doengas causadas por microrganismos intracelulares. Os variados
mecanismos de acdo destas moléculas incluem a inducdo de estresse oxidativo, no caso da
artemisinina e seus derivados, e a inibicdo da formacao de hemozoina, etapa fundamental para
a sobrevivéncia do Plasmodium no interior na hemacia, no caso da cloroquina. Este ultimo
mecanismo de acdo € baseado na capacidade de moléculas da classe das 4-aminoquinolinas
acumularem-se em compartimentos intracelulares acidos, como o vactolo digestivo no
Plasmodium (TRACY, 2006). Este mesmo mecanismo também pode ser util para conter a
multiplicacdo e a viabilidade de parasitos do género Leishmania que sdo capazes de se
multiplicar dentro do vacuolo parasitéforo que também constitui um microambiente propicio
para 0 acimulo destas moléculas (ANTOINE et al., 1998). Além disso, os medicamentos da
classe dos antimalaricos sdo seguros quando administrados em doses terapéuticas, apresentam
biodisponibilidade pela via oral, sdo baratos e, em relacdo as espécies que causam LTA, existe
um namero limitado de estudos envolvendo estes farmacos.

Com base na necessidade de novos medicamentos para o tratamento da LT, no alto
custo associado a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, no baixo investimento da
industria farmacéutica neste campo de pesquisa associado as doencgas tropicais negligenciadas
e na existéncia de mecanismos de acdo que podem ser Uteis para o tratamento da LT, um
estudo com o objetivo de avaliar uma possivel atividade antileishmania de moléculas

representantes da classe de antimalaricos torna-se relevante.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antileishmania de farmacos antimalaricos in vitro e em modelo murino

de leishmaniose tegumentar causada por L. amazonensis.

4.2 Obijetivos especificos

e Auvaliar a atividade antileishmania de farmacos antimalaricos em promastigotas de L.
amazonensis e determinar o valor da concentracdo inibitéria para 50% da populacdo de
parasitos (ICso pro);

e Avaliar o mecanismo de morte celular em promastigotas de L. amazonensis

e Avaliar a citotoxicidade dos farmacos antimalaricos in vitro e determinar a
concentracéo letal para 50% da populagéo celular (LCso);

e Avaliar a atividade dos farmacos antimalaricos durante a infeccdo de macrofagos in
vitro por L. amazonensis e determinar o valor da concentracdo inibitoria para 50% da
populacédo de amastigotas (ICso ama);

e Avaliar as alteracdes ultra-estruturais dos parasitos ap0s o tratamento com os farmacos
antimalaricos ativos nos experimentos de infec¢do in vitro por L. amazonensis e

e Avaliar a atividade do(s) farmaco(s) antimalarico(s) mais potente(s) em modelo

murino de leishmaniose tegumentar causada por L. amazonensis;
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Abstract

The current treatments of cutaneous leishmaniasis are associated with several side effects,
high cost and resistance of Leishmania parasites. Thus, it is pivotal the development of more
effective therapy against the disease. In this work we evaluated the antileishmanial activity of
five antimalarial drugs against promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis.
The antileishmanial activity of antimalarial drugs was evaluated in promastigotes and
amastigotes. For the in vivo studies, CBA mice were infected with L. amazonensis in the ear
dermis and treated by oral and/or topical routes with active antimalarial drugs. Mefloquine
was the only effective drug against promastigotes in axenic cultures and showed an 1Cs value
of 8.4 + 0.7 uM. In addition, mefloquine, chloroquine and hydroxychloroquine were active
against intracellular amastigotes in macrophage-infected cultures. These drugs presented 1Cs
concentrations of 1.56 + 0.19 uM, 0.78 = 0.08 uM and 0.67 + 0.12 uM, respectively. The
ultrastructural analysis of chloroquine or mefloquine-treated amastigotes showed an
accumulation of multivesicular bodies in the cytoplasm of the parasite, suggesting the
impairment of endocytic pathway in amastigote, in addition to the formation of myelin-like
figures and enlargement of Golgi cisternae. Treatment of L. amazonensis-infected mice with
chloroquine by oral route caused a reduction of lesion size, associated with a decrease in the
parasitism in the ear, as well as the parasite burden in the draining lymph nodes. Treatment
with mefloquine also decreased the lesion size in infected mice, although this was not
associated with a reduction in parasite burden. Our data revealed a promising antileishmanial
effect of chloroquine in a murine model of cutaneous leishmaniasis. These results reinforce

the use of chloroquine as a therapy against this disease.

Keywords: Leishmania amazonensis, antimalarial drugs, cutaneous leishmaniasis, therapy.



1. Introduction

Cutaneous leishmaniasis is a disease complex caused by protozoan parasites belong to
the genus Leishmania and transmitted by the bite of the female sandfly vector. Several
Leishmania species are responsible for the wide spectrum of clinical manifestations of
cutaneous leishmaniasis including the mild cutaneous form (localized cutaneous
leishmaniasis), multiple non-ulcerative nodules (diffuse cutaneous leishmaniasis) and the
disfiguring mucosal form (muco-cutaneous leishmaniasis) (Kaye and Scott, 2011; Reithinger
et al., 2007; Murray et al., 2005). Currently, the disease is present in 82 countries in tropical
and subtropical regions affecting more than 10 million people, with significant social burden
due its deformities and disfiguring scars (WHO, 2007).

The first-line drugs for the treatment of cutaneous leishmaniasis are the pentavalent
antimonials. The two main antimonials under clinical use are N-methyl-D-Glucamine and
sodium stibogluconate (Frézard et al., 2009). Although the pentavalent antimonials represent
the first-line treatment against all forms of leishmaniasis, this treatment can be complicated by
less sensitivity or resistance of some Leishmania species, variations in pharmacokinetics and
drug-host immune response interaction (Croft et al., 2006), as well as difficult to
administration by parenteral route. In addiction, antimonials present several side effects,
including pain at the injection site, myalgia, anorexia, cardiotoxicity, hepatic and renal
insufficiency, requiring long-term treatments and increase of cost therapy (Oliveira et al.,
2011).

Thus, it is pivotal development of a safer, cheaper and more effective therapy against
leishmaniasis. In this context, drug repositioning is a strategy to identify and develop new
uses for existing drugs, reducing expenditures and research time (Ashburn and Thor, 2004).
Antimalarial drugs may represent a promising source of new molecules with antileishmanial
activity. Some of these drugs have pharmacokinetic profiles that are important for the
treatment of intracellular pathogens which multiply within acidified vacuoles. Moreover these
drugs are cheap, well tolerated and have oral bioavailability (Rolain et al., 2007; Bermudez et
al., 1999). Previous studies have showed the effect of these drugs against Leishmania parasite
in vitro, in murine models of disease using different parasite species and in cutaneous
leishmaniasis in humans, as in Ecuador (Landires et al., 1995) and Pakistan (Noor, et al.,
2005; Khan et al., 2007).

The present study was undertaken to evaluate the activity of antimalarial drugs, in
vitro and in murine model of cutaneous leishmaniasis caused by L. amazonensis. To

accomplish this goal, five antimalarial drugs (artesunate, chloroquine, hydroxychloroquine,



mefloquine and primaquine) were selected, and their antileishmanial activity was evaluated
against axenic promastigotes, intracellular amastigotes of L. amazonensis and in a cutaneous

leishmaniasis mouse model caused by L. amazonensis infection.

2. Material and Methods

2.1. Drugs

The antileishmanial activity of five antimalarial drugs was analyzed in this study. Artesunate,
chloroquine, mefloquine and primaquine were obtained from Farmanguinhos, Fundagéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ. Hydroxychloroquine was obtained from Galena/Quimica
Farmacéutica Ltda (SP, Brazil). All antimalarial drugs were diluted in saline, with the
exception of the artesunate, which was diluted in 100% DMSO. Amphotericin (Gibco
Laboratories, Gaithersburg MD) was used as a positive control.

2.2. Mice

Male or female, 4 to 8 week old CBA, C57BL/6 and BALB/c mice were obtained
from the Animal Facilities of Goncalo Moniz Research Center-FIOCRUZ. Animals were
housed in temperature-controlled rooms (22-25°C) under a 12:12 hour light-dark cycle and
provided with rodent diet and water ad libitum. Animals were handled according to the NIH
guidelines for animal experimentation. All procedures described here had prior approval from

the local animal ethics committee.

2.3. Parasites

L. amazonensis (MHOM/BR88/BA-125) were periodically obtained from popliteal
lymph node of resistant C57BL/6 mice (Pereira and Alves, 2008) and cultivated in Novy-
Nicolle-MacNeal (NNN) containing Schneider’s insect medium (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco Laboratories, Gaithersburg MD)
and 50 pg/mL gentamicin (Hipolabor, Belo Horizonte, Brazil). The isolated cells were
incubated at 24° C. The obtained promastigotes were transferred to Schneider’s insect

medium and cultivated during 3-5 days, until stationary growth phase.

2.4. Axenic culture of L. amazonensis promastigotes and treatment with antimalarial drugs
Promastigotes of L. amazonensis in stationary phase of growth were plated in 96-well
plate at a density of 2x10° parasites/mL in 200 pL of Schneider’s insect medium, in the

absence or presence of the drugs at concentrations ranging from 0.6 to 50 uM. The parasite



number was evaluated using a Neubauer chamber, every 24 hours, during 3 days. At this point
the percentage of parasite growth inhibition related to control was used to calculate the
concentration of antimalarial drugs necessary to reduce the parasite growth by 50% (ICsp).
The 1Csp was accessed through concentration logarithm values followed by nonlinear

regression curve fit.

2.5. Analysis of cell death mechanism in promastigotes

Stationary-phase L. amazonensis promastigotes were cultivated at 2x10%/mL in
complete Schneider’s medium and incubated at 24° C in the presence of antimalarial(s)
drug(s) at the 1Cso concentration, during 24, 48 or 72 hours. The exposed phospatidylserine on
the outer membrane and plasma membrane integrity of promastigotes were assessed using
Annexin V-FITC and propidium iodide (PI) staining (Biosources, Camarillo, CA).
Preparation of samples was performed according to the manufacturer’s instruction. A 10,000
events/sample were acquired using a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson ). Data
were analyzed using the Cell Quest Software (Becton Dickinson, San Jose, CA).

2.6. Cytotoxicity assays

The lethal concentration for 50% of cells (LCso) of the antimalarial drugs was
determined in cultures of spleen cells obtained from BALB/c mice, according to the
methodology described previously by Sa et al. (2009). Briefly, the drugs were tested at five
concentrations ranging from 3.7 to 300 pM, in triplicate. One pCi/well of [methyl-*H]-
thymidine (Perkin Elmer, Waltham, MA) was added to the cultures which were incubated
during 24 hours at 37° C 5% CO,. After this period, plates were harvested using a cell
harvester (MPXRI 96TI; Brandel, Gaithersburg, MD) to determine the *H-thymidine
incorporation using a B-radiation counter (Multilabel Reader; Hidex, Turku, Finland). The
viability of the cells was determined by *H-thymidine incorporation and the cytotoxicity was
calculated in relation to the *H-thymidine incorporation of untreated cultures through
concentration logarithm values, followed by nonlinear regression curve fit.

The macrophage viability was accessed using the Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad
CA) assay, according to the manufacture’s recommendations. The cells were treated with
selected antimalarial drugs during 24 hours. After this time the Alamar Blue was added (20
pL/well) and macrophages were incubated at the same conditions during 24 hours.

Colorimetric readings were performed at 570 and 600 nm.



2.7. In vitro macrophage infection and treatment with antimalarial drugs

Macrophages from the peritoneal exudate were collected from CBA mice four days
after injection of 3% thioglycolate medium (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). The macrophage
cultures were performed as described by Gomes et al. (2003) using 2x10° cells/mL in 24-well
plates containing 13 mm-diameter glass coverslips. Peritoneal macrophages were infected
with L. amazonensis promastigotes in stationary growth phase at a ratio of 10:1 during 6
hours at 37° C in 5% CO,. Each well was then washed with saline to remove non-internalized
parasites. Infected macrophages were treated with the drugs in a maximum concentration of 5
uM, during 24 and 48 hours. In another set of experiments, macrophages were infected for 6
hours and left untreated during 48 hours to allow the differentiation of parasites into
amastigotes and their replication (Chaves et al., 2009). The macrophage cultures were then
treated with the selected drugs at different concentrations, to access their 1Cs values. At the
end of each treatment the cells were fixed with ethanol and stained with conventional
hematoxylin and eosin. The selective index (SI) was defined as the ratio between LCso and
ICso (Bézivin et al.,, 2003). In addition, some wells were washed with sterile saline and
incubated with Schneider’s insect medium at 24° C. Intracellular survival and viability of L.

amazonensis was measured by counting motile promastigotes after 96 hours of culture.

2.8. Transmission electron microscopy

Peritoneal macrophages obtained from CBA mice were infected with L. amazonensis,
as described above, and treated after amastigote differentiation with the selected antimalarial
drugs. Infected macrophages were fixed in a solution of 2.5% glutaraldehyde, 2%
formaldehyde and 2.5 mM CaCl, in 0.1 M sodium cacodylate buffer pH 7.2, followed by a
post-fixation in 1% osmium tetroxide and 0.8% potassium ferricyanide in the same buffer and
dehydration in gradient of acetone. Finally the material was embedded in Polybed resin, thin
sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and observed under a JEM 1320

transmission electron microscope (JEOL, Akishima, Japan).

2.9. In vivo infection with L. amazonensis

CBA mice, 4 to 6 week-old, female, were infected into the right ear dermis with
5x10°/10 pl saline of L. amazonensis promastigotes in stationary growth phase. After one
week of infection, mice were treated daily with the most potent drugs through oral, topical or
combined administration route during four weeks. The ointment was formulated in

commercially available Cold Cream and the topical treatment was performed by spreading the



ointment in the infected ear. The ear swelling was monitored weekly using a digital caliper
(Mitutoyo, Yokohama, Japan) and was determined by difference between thickness of the
infected and contra-lateral uninfected ear. The control groups received saline and base

ointment formulation.

2.10. Parasite quantification

The parasite number in the draining lymph nodes was estimated by limiting dilution
assay, as described previously by Guimaraes et al. (2006), with some modifications. Briefly,
the right auricular lymph node were removed and used to prepare a cell suspension in ice-cold
saline solution. The cells were plated in Schneider’s insect medium at a density of 5x10°
cells/well in 24-well cell culture plate. The suspension was then serially diluted in 10-fold
dilutions and distributed in 96-well culture plates. After 7 to10 days of incubation at 24° C the
wells were examined in an inverted microscope to evaluate the presence or absence of
promastigote form. Results were expressed as -log of the highest cell suspension dilution with

wells positive for Leishmania promastigotes.
2.11. Histopathologic and immunohistochemistry evaluation

Infected ears of CBA mice were removed after 5 weeks of infection and fixed in 10%
formaldehyde. After 12-24 hours of fixation, tissue slices were embedded in paraffin. Sections
3-5 um thick were stained with conventional hematoxylin and eosin and analyzed by light
microscopy. To demonstrate the presence of parasites at the site of infection, we performed an
immunostaining for L. amazonensis in 3-5 um thick sections obtained from formalin-fixed
and paraffin-embedded tissue, according to Guimarées et al. (2006). Briefly, the sections were
incubated with a rabbit polyclonal antibody against Leishmania. The primary antibody was
detected using a biotinylated goat anti-rabbit antibody (American Qualex, San Clemente, CA)
and streptavidin-conjugated peroxidase was used for secondary antibody detection. The
reaction was reveled using 3, 3’diaminobenzidine (DAB) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) in
PBS. Tissue sections were then counterstained with Harris’s hematoxylin and examined under

light microscopy.

2.12. Statistical analyses
According to normality analysis (Kolmogorov-Smirnov), differences of means

between groups were analyzed using either One-way analysis of variance or two-way



ANOVA, when one variable were evaluated or two independents variables were evaluated at
the same time, followed by Bonferroni's multiple comparison test. Unpaired Student’s t test
was used to compare the means between only two groups. For non-parametric data, Mann
Whitney test was used. All analyzes were performed using Graph Pad Prism version 5.01
(Graph Pad Software, San Diego, CA). Data were presented as mean £ SEM and statistical

difference were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Activity of antimalarial drugs against axenic promastigotes of L. amazonensis

The activity of the antimalarial drugs was first evaluated against axenic promastigotes
of L. amazonensis, in order to determine the kinetics of treatment and the 1Cso concentration
of these molecules. Artesunate, chloroquine, hidroxichloroquine, mefloquine and primaquine
were tested in five different concentrations, ranging between 0.6 to 50 uM, during 72 hours.
Chloroquine and hydroxychloroquine did not affect significantly the parasite growth even at
50 uM (Fig. 1A and B). At this concentration, artesunate and primaquine significantly
affected the parasite growth, but the inhibition was less than 50% (Fig. 1C and D).
Mefloquine at 50 puM, as well as amphotericin B (tested at 1 uM), inhibited completely
Leishmania growth compared to untreated controls (Fig. 1E and F, respectively). After 72
hours, mefloquine inhibited the promastigote growth with an ICso of 8.4 + 0.7 uM. However,
this molecule was less potent than amphotericin B, which presented an 1Csp 0f 0.13 £ 0.01 uM
(Table 1). The treatment with mefloquine at the 1Cso concentration induced a cell death by
impairment of plasma membrane integrity, as demonstrated by PI staining and analysis by

flow cytometry (Sup. Fig. 1).

3.2. Effects of antimalarial drugs in in vitro macrophage infection with L. amazonensis

To test the effects of the antimalarial drugs in L.amazonensis infection, we first
determined the cytotoxicity of the five compounds to mammalian cells. Artesunate,
chloroquine, hydroxychloroquine, mefloquine and primaquine were tested in splenocyte
cultures, in five different concentrations. All molecules tested presented lower cytotoxicity
compared to gentian violet, a standard cytotoxic drug. Primaquine was the molecule with
lowest cytotoxicity, while artesunate was the most toxic to splenocytes (Table 1).

The antileishmanial activity of the antimalarial drugs was then evaluated in L.
amazonensis-infected peritoneal macrophages. Chloroquine and mefloquine significantly

reduced the percentage of infected cells and the number of parasites 24 hours after treatment



(*p<0.0001, Fig. 2A and B). When cultures incubated for 48 hours with the drugs were
evaluated, we observed that treatment with chloroquine reduced the parasitism in 86.8%,
while mefloquine had similar antileishmanial activity than amphotericin B (95% reduction of
parasite numbers). At this time of treatment, hydroxychloroquine also reduced significantly
the percentage of infected cells and parasitism, as well as artesunate and primaquine
(*p<0.0001, Fig. 2C and D). In cultures incubated for 96 hours with the drugs, we did not find
a statistically significant difference between the activity of chloroquine and amphotericin B,
whereas hydroxychloroquine inhibited the parasitism in 68.7% (Sup. Fig. 2). Based on these
results, chloroquine, hydroxychloroquine and mefloquine were selected for following
experiments.

To validate the activity of selected drugs against intracellular parasites, L.
amazonensis-infected macrophages were incubated during 48 hours for complete amastigote
differentiation and to allow parasite replication, followed by treatment with the antimalarial
drugs during additional 48 hours. Treatment, chloroquine, hydroxychloroquine and
mefloquine at 5 uM reduced the number of infected macrophages in 53%, 43% and 58%,
respectively, (Fig. 3A). In addition, chloroquine and mefloquine decreased the parasite burden
in 75% and 77%, while hydroxychloroquine was less effective, reducing 59% the number of
amastigotes when compared to untreated controls (Fig. 3B). Amphotericin B reduced almost
completely both parameters (Fig. 3A and B). The viability of the macrophages was confirmed
by Alamar Blue metabolism after 48 hours of treatment (data not shown). Chloroquine
reduced significantly the parasite burden at a concentration as low as 0.06 uM (*p<0.001),
while lowest active concentration of hydroxychloroquine and mefloquine tested was 0.56 uM
(*p<0.001, Fig. 3C). Based on the concentration-response curve, the 1Cso concentration was
calculated. Chloroquine and hydroxychloroquine showed the same activity, while mefloquine
was less potent than these drugs. Amphotericin B, however, was more potent than the
antimalarial drugs analyzed (Table 1).

To validate the effects of the antimalarial drugs on the survival of Leishmania
amazonensis, the viability of the parasite was evaluated by transformation of intracellular
amastigotes to promastigotes after changing the culture conditions. As expected, there were
significantly less promastigotes in wells from infected macrophages treated with chloroquine
and mefloquine when compared to the control group (*p<0.0001). However, the remaining

parasites were viable and proliferated proliferate (Fig. 3D).



3.3. Ultrastructural analysis of amastigotes treated with chloroquine and mefloquine.

The ultrastructural analysis of differentiated intracellular amastigotes treated with
chloroquine or mefloquine was performed. As showed in Fig. 4A, the untreated-amastigotes
had organelles with normal morphology and an organized cytoplasm. Treatment of L.
amazonensis-infected cells with chloroquine caused an accumulation of multivesicular bodies
in the parasite cytoplasm, a complete disorganization of parasite structure and disruption of
the plasma membrane (Fig. 4B and C, respectively). Moreover, mefloquine was able to induce
the formation of myelin-like figures and enlargement of Golgi cisternae, as well as the
accumulation of multivesicular bodies (Fig. 4D, E and F).

3.4. Efficacy of antimalarial drugs in the treatment of CBA mice infected with L. amazonensis

CBA mice were infected in the right ear dermis with 5x10° promastigotes of L.
amazonensis in stationary phase of growth, and after one week of infection, the animals were
treated daily with chloroquine or mefloquine through oral and/or topical routes. The lesion
development was monitored during five weeks. Four weeks after treatment, the group treated
with chloroquine by oral route had lesions significantly smaller than animals treated by
topical route, as well as than vehicle-treated mice (*p<0.01, Fig. 5A). The parasite burden in
the draining lymph node of mice orally treated with chloroquine with or without topical
treatment were lower than that of control group (*p=0.01, Fig. 5B). Moreover, oral
chloroquine treatment was able to reduce lesion inflammation and intracellular parasite
number in the infected ear, while vehicle-treated infected lesions had an extensive collection
of vacuolated and heavily parasitized macrophages, as demonstrated by histopathologic
analysis (Fig. 6A and B) and immunostaining (Fig. 6C and D). Regardless the route of
administration, mefloquine-treated mice also had significantly smaller lesions than vehicle-
treated mice (*p<0.01, Fig. 5C). However, the parasite burden in the draining lymph nodes
(Fig. 5D), as well as the parasitism in the infected ear (data not shown), did not differ from

that of the control group.

4. Discussion

In this work we tested the drug repositioning strategy to evaluate the antileishmanial
activity of five drugs currently used in the treatment of Plasmodium spp. infection. Five
antimalarial drugs were tested against L. amazonensis, a parasite species that causes localized

and diffuse cutaneous leishmaniasis in the New World (Kaye, 2011).



According to the present study, artesunate was not capable of reducing the
promastigote growth in axenic cultures, and presented a reduced activity against the
intracellular form of the parasite. In a previous report, the antileishmanial activity of
artesunate was demonstrated against L. major in an experimental model of cutaneous
leishmaniasis (Yang and Liew, 1993). The difference between these results may be related to
the susceptibility of the different species of parasite to the compound tested.

Primaquine also showed a reduced activity against promastigotes and intracellular L.
amazonensis. A previous work showed the moderate activity of primaquine against
intracellular L. donovani in an in vitro model of infection, unless loaded in nanocapsules
(Heurtault et al., 2001).

Chloroquine and its derivative compound, hydroxychloroquine, had a significant
activity against L. amazonensis amastigotes, despite their reduced effect against L.
amazonensis promastigotes. On the other hand, mefloquine completely inhibited the growth
of promastigotes, inducing cell death by affecting the plasma membrane integrity, as well as
being active in infected macrophages. It is noteworthy that these quinoline molecules were
more active against intracellular parasites than promastigotes. This may be explained by the
fact that these molecules are able to accumulate in high concentrations within acidic
compartments like the parasitophorous vacuoles (O’Neill et al., 1998). In addition, the
modification of the physico-chemical properties of the acidic compartments, such as the
increase of pH caused by chloroquine, may decrease the acquisition of iron ions and other
nutrients (Taylor and Kelly, 2010), consequently inhibiting amastigote proliferation (Huynh et
al., 2006). In this context, a previous work reported the pharmacological activity of
chloroquine against intracellular microorganisms, such as bacteria and fungi, by affecting
nutrient acquisition (Byrd and Horwitz, 1991; Fortier et al., 1995).

The ultrastructural analysis of amastigotes treated with chloroquine and mefloguine
suggests an impairment of endocytic pathway, as showed by the accumulation of
multivesicular bodies and alterations in Golgi complex. The endocytic pathway of
amastigotes is related with parasite escape from the host cell immune response (De Souza
Ledo et al., 1995; Antoine at al., 1999), as well as with acquisition of macromolecules through
the flagellar pocket (Borges et al., 1998). Moreover, the acidic profile of endocytic vesicles
may be important to accumulate chloroquine and mefloquine molecules due to their
lysossomotropic characteristic (Ghedin et al., 2001). The fact that chloroquine is able to
inhibit nitric oxide (NO) production by macrophages and its NO-dependent antimicrobial

functions (Hrabak et al., 1998), as well as the release of tumour necrosis factor-o (TNF-a) by



monocytic cells (Jang et al., 2006), favors the mechanism of drug action mentioned above
rather than one based on cell activation. Further studies are necessary to evaluate if the
impairment of macromolecules acquisition occur in macrophages infected with L.
amazonensis after chloroquine or mefloquine treatment.

Chloroquine treatment by oral route showed a promising pharmacological effect in L.
amazonensis-infected animals. In addition to reduce the lesion size, related with intense
parasite multiplication in the infected ear, the treatment decreased the parasitism in the
draining lymph nodes of CBA mice. This murine model of cutaneous leishmaniasis caused by
L. amazonensis infection mimics some of the characteristics of the human infection (Awasthi
et al., 2004). The antiinflammatory features of chloroquine, such as decreased TNF
production (Jang et al., 2006) may be important to reduce tissue damage in cutaneous
leishmaniasis lesions (De Oliveira Cardoso et al., 2010; Faria et al., 2005). Moreover,
previous reports have suggested a large spectrum of action of chloroquine in infectious
diseases (Rolain et al., 2007), including the efficacy of its oral and intralesional treatments in
human cutaneous leishmaniasis (Khan et al., 2007; Noor et al., 2005).

In our study, treatment with mefloquine was not associated with a reduction of parasite
burden in the draining lymph nodes, despite the reduction of the lesion size. Mefloquine also
has a large spectrum of action against other parasite infection besides malaria, such as
alveolar echinococcosis (Kuster et al., 2011) and human schistosomiasis (Keiser et al., 2011;
Ingram et al., 2012). However, the pharmacological effect of mefloquine in Leishmania
infection remains controversial. According to Galvéo et al. (2000) and Laguna-Torres et al.
(1999), oral treatment with mefloquine had a limited therapeutic effect in C57BL/6 mice
infected with L. amazonensis, as well as in the treatment of human cutaneous leishmaniasis
caused by L. braziliensis, respectively. On the other hand, Landires et al (1995) reported a
promising therapeutic effect of mefloquine in human cutaneous leishmaniasis caused by L.
panamensis. The positive results reported by Landires et al (1995) during infection by L.
panamensis may be due the species of parasite involved in the infection, known to be related
to better outcomes after treatment (Laguna-Torres et al., 1999). Moreover, the genetic and
biological diversity of the parasites involved in such studies may contribute to differences
observed (Smith et al., 2007).

Based on the results presented here, chloroquine showed a promising pharmacological
effect for the treatment of cutaneous leishmaniasis. In addition, chloroquine has low toxicity
and cost, and present bioavailability by oral route, making its use easier in endemic areas and

improving patient compliance to the treatment. Chloroquine may also be used in combined



therapy with conventional first or second-line antileishmanial drugs, aiming reduction of
dose, side effects and time of treatment. The investigation of the mechanism involved in the
effect observed in this work will improve the understanding of the chloroquine action on the
Leishmania parasites. This study may help the development of new therapies of leishmaniasis
based on the use of chloroquine alone or as combined therapy.
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Fig. 1. Effects of antimalarial drugs on the growth of L. amazonensis axenic promastigotes.
The parasites (2x10°/mL) were cultivated in Schneider’s medium with antimalarial drugs at a
maximum concentration of 50 uM (A-E) or amphotericin B at a maximum concentration of 1
uM (F). The kinetics of growth was accessed by counting in Neubauer chamber every 24
hours. Results shown are means + SEM of sextuplicate, and represents one experiment of

three performed. * p<0.0001 compared to control group, unpaired Student’s t test.



Table 1

ICs0, LCso and selective index (SI) values of antimalarial drugs

Antimalarial drug L. amazonensis Splenocytes Sl
Promastigotes Amastigotes
1Cs0 (WM) LCso (uM)
Artesunate > 50° 17.10 £ 5.08
Chloroquine > 50° 0.78 +0.08" 22.24 +7.19 28.51
Hydroxychloroquine > 50° 0.67+0.12°  41.84+12.43 62.45
Mefloquine 8.4+0.7 1.56 £ 0.19" 21.11+£1.12 13.53
Primaquine > 50° 115.75 +9.08
Gentian Violet 0.28 + 0.005
Amphotericin B 0.13+0.01 0.09 £0.02 37.15+0.85 412.80
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Fig. 2. Screening of antimalarial drugs against intracellular Leishmania parasites.
Macrophages from peritoneal exudate were collected from CBA mice and infected with L.
amazonensis promastigotes in the stationary phase of growth. The macrophages were treated
with antimalarial drugs or amphotericin B at 5 uM and the percentage of infected cells (A and
C) and the parasitism (C and D) were measured 24 (A and B) and 48 (C and D) hours after
treatment by counting of 100 macrophages. Results shown are means + SEM of triplicate, and
represents one experiment of three performed. *p<0.0001, compared to control group, by one-

way analysis of variance followed by Bonferroni's multiple comparison test.
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Fig. 3. Effects of antimalarial drugs against amastigotes of L. amazonensis. Macrophages
from peritoneal exudate were collected from CBA mice and infected with L. amazonensis
promastigotes in stationary phase of grown. The cells were incubated during 48 hours without
treatment for amastigote differentiation and parasite replication. After this period, the
macrophages were treated with selected antimalarial drugs at 5 uM or lower concentrations
for 48 hours. Amphotericin B was used as a positive control at 5 uM. (A) Percentage of
infected cells was evaluated by counting of 100 cells. Control group was considered 100%
(86.17£1.24%). (B) Parasite number was evaluated by counting of 100 cells. Control group
was considered 100% (624.67 + 65.18 amastigotes/100 macrophages). (C) Concentration-
response curve. The number of amastigotes was evaluated as describe above in each
concentration after treatment of infected macrophages. Control group was considered 100%
(817.83 + 52.31 amastigotes/100 macrophages). *p<0.0001, repeated measures ANOVA
followed by Bonferroni's multiple comparison test. Results shown are the means + SEM of

the percentages related to control of three experiments performed in triplicate. (D) Parasite



viability was evaluated by transformation of amastigotes in motile promastigotes after
medium changed. *p<0.0001, One-way analysis of variance followed by Bonferroni's
multiple comparison test. Results shown are the means + SEM of sextuplicate, and represent
one of two experiments performed.



Fig. 4. Transmission electron microscopy images of amastigotes of L. amazonensis after

treatment with chloroquine or mefloquine at 5 uM for 48 hours. (A) Untreated intracellular
parasite displaying organelles with normal morphology and an organized cytoplasm. (B and
C) Parasites treated with chloroquine presents multivesicular bodies in the cytoplasm (arrow
and insert), complete disorganization of cellular structure and disruption of plasma membrane
(star). (D, E and F) Parasites treated with mefloquine shows myelin-like figures (white
arrow), accumulation of multivesicular bodies in the cytoplasm (black arrow) and

enlargement of Golgi cisternae (star and insert). n, nucleus; m, mitochondrion; k, kinetoplast;

g; Golgi.
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Fig. 5. Pharmacological effect of antimalarial drugs in an experimental model of cutaneous
leishmaniasis. CBA mice were infected with 5x10° L. amazonensis promastigotes and the
course of lesion development was monitored during 5 weeks as well as the parasitism in the
end of experiment. (A and C) Lesion size expressed as mean £ SEM of a representative
experiment of two performed (n=6 per group) after treatment with chloroquine or mefloquine
by oral, topical and both routs of administration. *p<0.01, Two-way ANOVA followed by
Bonferroni's multiple comparison test. (B and D) Parasite burden in the draining lymph node
after treatment with chloroquine or mefloquine were measured after 5 weeks post-infection
via a limiting dilution assay. Data are expressed as mean = SEM of a representative
experiment of two performed. *p=0.01, Mann Whitney test.



Fig. 6. Histological aspect of CBA mice infected ear after oral treatment with chloroquine.
Vehicle-treated mice present an extensive collection of vacuolated and heavily parasitized
macrophages, as demonstrated by histological analysis (A) and immunoperoxide staining for
L. amazonensis amastigotes (C). Chloroquine treated animals by oral route display a reduced
number of vacuolated macrophages in the infected ear (B) as well as parasites (D). (A and B)
H&E, 40X. (C and D) Immunohistochemistry using a polyclonal anti-Leishmania antibody,
60X.
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Sup. Fig. 1. Mechanism of cell death of L. amazonensis promastigotes after treatment with

mefloquine. Stationary-phase promastigotes were cultured at 2x10%/mL and treated with

mefloquine at 1Csp concentration (8.4 uM) for 24, 48 and 72 hours, and then stained with

annexin V-FITC and propidium iodide (PI) to evaluate the phosphatidylserine exposure and

membrane integrity, respectively. Results are one representative of two experiments

performed.
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Sup. Fig. 2. Kinetic of infection after treatment of L. amazonensis-infected macrophages with
antimalarial drugs. Peritoneal macrophages from CBA mice were infected during 6 hours with
promastigotes of L. amazonensis and treated with antimalarial drugs or amphotericin B at 5
MM. The cells were fixed at different time points and the percentage of infected macrophages
(A) and parasite number (B) were evaluated by counting 100 cells. Results are the means +
SEM of one experiment of two performed in triplicate. * p< 0.05 one-way analysis of

variance followed by Bonferroni's multiple comparison test.



6. DISCUSSAO

O tratamento convencional da leishmaniose esta associado a efeitos adversos graves,
alto custo para o sistema publico de saude e a falha terapéutica. Diante destas dificuldades, é
de extrema relevancia a busca por novas moléculas farmacologicamente ativas contra as
diversas espécies de Leishmania. Sabe-se que o desenvolvimento de novos medicamentos é
associado a altos investimentos e demanda tempo. Portando, avaliar novas aplicacGes
terapéuticas para medicamentos ja disponiveis no mercado contribui, de forma significante,
para a reducdo do custo e do tempo destes estudos. Neste trabalho a atividade de moléculas
pertencente a classe dos antimalaricos foi avaliada contra L. amazonensis, espécie responsavel
pelo desenvolvimento da leishmaniose cutéanea localizada e leishmaniose cuténea difusa.

Entre as moléculas testadas, o artesunato ndo foi eficaz em inibir o crescimento de
formas promastigotas do parasito em cultura axénica e reduziu, de forma moderada, 0
parasitismo em macrofagos infectados. Estudos anteriores ja demonstraram a atividade anti-
leishmania do artesunato em modelo experimental de leishmaniose cutanea causada pela
infeccdo com L. major (YANG, 1993). A diferenca de resultados entre o presente estudo e o
trabalho citado mostra a importancia da espécie de Leishmania envolvida na infecgédo e a
diferenca na resposta a um determinado farmaco, o que pode ser um reflexo da diversidade
genética e bioldgica entre as espécies (SMITH et al., 2007). Da mesma forma, a primaquina
também ndo inibiu o crescimento de promastigotas em cultura axénica e apresentou atividade
moderada contra a forma intracelular da L. amazonensis. A diferenca de suscetibilidade entre
as espécies também pode ter contribuido para estes resultados.

Diferentemente destes farmacos, a cloroquina, a hidroxicloroquina e a mefloquina
apresentaram atividade antileishmania significante contra amastigotas. Entretanto, os testes
em cultura axénica de promastigotas de L. amazonensis mostraram que, em altas
concentracdes (50 M), a cloroquina e a hidroxicloroguina ndo apresentaram o mesmo efeito
antiparasitario observado quando as células infectadas foram tratadas com estes farmacos em
concentracdo inferior (5 uM). Neste caso, mesmo concentracbes dez vezes maiores de
cloroquina e hidroxicloroquina mostraram uma eficacia inferior, quando comparada com a
atividade observada nas células infectadas. De forma contraria, a mefloquina apresentou
atividade contra promastigotas, entretanto apenas em concentracdo dez vezes superior aquela
eficaz no tratamento in vitro de macréfagos infectados com L. amazonensis. Assim, pelo
menos trés hipdteses podem ser cogitadas para explicar este resultado: as moléculas estdo se

acumulando nos macréfagos infectados; os farmacos estdo sendo metabolizados em



moléculas ativas ou eles estdo ativando mecanismos de resposta microbicida capazes de
eliminar o parasito. Nesse contexto, moléculas com caracteristicas lisossomotrdpicas, como
cloroquina, tem a capacidade de se acumular no meio intracelular atingindo concentraces até
10.000 vezes superiores do que os niveis no meio extracelular (O’NEILL et al., 1998). Além
disso, a mefloquina também apresenta a capacidade de se acumular em compartimentos
intracelulares acidos e atingir concentragdes de, aproximadamente, 80 vezes a concentracdo
extracelular (BERMUDEZ et al., 1999).

Apesar da atividade anti-leishmania da cloroquina, da hidroxicloroquina e da
mefloquina contra amastigotas, a anfotericina B apresentou maior poténcia do que estes
farmacos. A anfotericina B ¢ um macrolideo poliénico que tem sido utilizado como
tratamento de segunda escolha da leishmaniose desde 1960. A alta seletividade deste farmaco
justifica-se pelo fado da afinidade da molécula pelo ergosterol, predominante na membrana de
microrganismos como a Leishmania, em detrimento do colesterol presente em células de
mamiferos (CROFT et al., 2006). Entretanto, sabe-se que o uso deste medicamento esta
associado a efeitos adversos graves, mesmo com o uso da formulagdo lipossomal
(LANIADO-LABORIN, 2009), e a crescente falha terapéutica, como conseqiiéncia do
desenvolvimento de resisténcia parasitaria.

O modelo in vitro utilizado para avaliar o potencial das moléculas testadas foi a
infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongos CBA. Este modelo é caracterizado pela
suscetibilidade a infeccdo por L. amazonensis, ja que o parasito resiste e inibe 0s mecanismos
antiparasitarios da célula hospedeira (GOMES et al., 2003). De acordo com Gomes et al.
(2003), quando infectados in vitro por esta espécie de Leishmania tais macrofagos apresentam
a producdo de peroxido de hidrogénio reduzida, assim como os niveis de MRNA para TNF-a,
quando comparada com a producao desta mesma célula durante a infeccdo por L. major.
Além disso, durante a infeccdo por L. amazonensis a producdo de 6xido nitrico por estas
células ndo é suficiente para o controle da infeccéo.

Utilizando o modelo de infeccdo in vitro citado acima, a cloroquina, a
hidroxicloroquina e a mefloquina apresentaram atividade contra formas amastigotas do
parasito, reduzindo de forma significante a multiplicacdo dos mesmos. A analise por
microscopia eletronica de transmissdo destes parasitos apos o tratamento com a cloroquina e a
mefloquina sugere o comprometimento dos mecanismos de endocitose dos mesmos dentro da
célula hospedeira. Essa hipOtese é baseada na observacdo do acUmulo de corpos
multivesiculares no citoplasma da Leishmania (DE SOUZA et al., 2009). Além disso, sabe-se

que este parasito utiliza mecanismos de endocitose para escape da resposta imunologica do



hospedeiro através da captacéo e degradacdo do MHC classe Il (ANTOINE at al., 1999; DE
SOUZA LEAO et al, 1995), assim como para a aquisicio de macromoléculas como
transferrina (BORGES et al., 1998).

Baseado nos resultados de infecgdo in vitro, a cloroquina e a mefloquina foram
selecionadas para o estudo in vivo. A cloroquina apresentou eficAcia no tratamento de
camundongos CBA infectados por L. amazonensis ap6s o tratamento oral, reduzindo a leséo
na orelha destes animais e a carga parasitaria no linfonodo auricular. Durante a infecgdo de
camundongos CBA com esta espécie de Leishmania observa-se o desenvolvimento de uma
lesdo progressiva nos animais infectados. De Souza et al. (2000) demonstraram que estes
animais, inicialmente, apresentam uma baixa producdo de IFN-y, que se mantém reduzida
durante a infeccéo, e baixos niveis de I1L-4 e IL-10, comparados com a infecc¢éo por L. major.
Ao contrério do IFN-y, os niveis de IL-4 e IL-10 apresentam a tendéncia de aumentar em uma
fase mais tardia durante a infeccdo com L. amazonensis. Além disso, celulas de linfonodo
destes animais produzem mais NO durante a infeccdo por L. amazonensis em relacdo a
infeccdo por L. major, entretanto esta producdo ndo estd relacionada com a resisténcia a
infeccdo por L. amazonensis (DE SOUZA et al., 2000). Em resumo, a infeccdo experimental
de camundongos CBA por L. amazonensis constitui um modelo de suscetibilidade capaz de
mimetizar caracteristicas da infeccdo em humanos (AWASTHI, et al., 2004). A cloroquina é
um farmaco que apresenta um amplo espectro de atividade farmacoldgica (ROLAIN et a.,
2007) além da sua atividade contra o Plasmodium. Com base nos dados deste estudo €
possivel sugerir que a cloroquina representa uma molécula Gtil para o tratamento da LT.

Estudos prévios também mostram o espectro ampliado de atividade farmacologica da
mefloquina (KUSTER et al., 2011; KEISER et al., 2011; INGRAM et al., 2012). Laguna-
Torres et al. (1999) demonstraram o efeito limitado do tratamento oral com mefloquina na
dose de 16 mg/Kg/dia durante 10 dias no tratamento de camundongos C57BL/6 infectados
com L. amazonensis. Os resultados do presente estudo também mostraram que a atividade
deste farmaco in vivo ndo foram promissores, apesar do aumento da dose para 20 mg/Kg/dia
durante quatro semanas.

Estudos estdo sendo realizados com L. braziliensis, espécie responsavel pela forma
cutanea e mucocutanea da LT no Brasil (GUIMARAES et al., 2005) com o objetivo de avaliar

o efeito da terapia com cloroquina em pacientes.



7. CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos neste trabalho é possivel concluir que, entre os
antimalaricos testados, a cloroquina apresentou-se como o farmaco mais promissor sendo
capaz de reduzir o parasitismo em camundongos infectados com L. amazonensis. Desta
forma, este farmaco pode constituir uma alternativa terapéutica ao tratamento convencional da
LT. Associado a isso, a estratégia do reposicionamento de medicamentos representa uma
estratégia Gtil com o objetivo de reduzir custo e tempo em estudos posteriores utilizando a

cloroquina.
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