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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica causada pelo protozoario Leishmania
infantum no Brasil. Os principais sitios de localizagdo do parasito nos animais acometidos
pela LV sdo os orgdos linfoides primarios, secundarios e tegumento. A principal via de
transmissao decorre da acdo hematofaga de vetores flebotomineos pertencentes aos géneros
Lutzomyia no Novo Mundo. Todavia, outras formas de transmissdo podem ser relacionadas,
como as Vvias sexual, vertical, hematdgena ndo vetorial e ainda existe a possibilidade de outros
vetores estarem envolvidos na epidemiologia da doenca. Os cdes sdo de grande importancia
na manutencgéo do ciclo da doenca e nas infec¢cdes humanas e o tratamento destes contra a LV
torna-se importante para diminuicdo da prevaléncia da doenca e melhoria da qualidade de
vida destes animais. Diante disso, este estudo teve por objetivo avancar nos conhecimentos
relacionados as vias alternativas de transmissao da LV em caes e nas propriedades bioldgicas
dos tiazdis, investigando sua agdo in vitro frente a L. infantum. Para tal, foi realizada revisdo
das principais formas de transmissdo da LV em mamiferos, bem como analises moleculares
por meio de gPCR e cPCR, seguido de sequenciamento de DNA de embrido canino
proveniente de cadela naturalmente infectada por L. infantum. Para a avaliacdo do potencial
leishmanicida, foram utizados 10 compostos tiazélicos, sendo 5 tiazoacetilpiridinas (TAPs-
01; 04; 05; 06; 09) e 5 tiazopiridinas (TPs-01; 04; 05; 06; 09) sobre formas promastigotas e
amastigotas de L. infantum além da citotoxicidade em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c. Analises ultraestrurais foram realizadas para identificar possiveis
alvos intracelulares do composto mais eficaz sobre formas promastigotas. Para buscar rotas
que esclarecam o possivel mecanismo de acdo dos compostos sobre as formas amastigotas
intracelulares, foi realizada a dosagem de Nitrito. O teste de toxicidade oral aguda foi
realizado conforme preconizado pela OECD-423. A revisdo demonstra que outras vias de
transmisséo, e ndo somente a via vetorial, devem ser levadas em considerac¢do na elaboragéo
de politicas puablicas de controle da LV, particularmente as vias vertical e sexual. Os
resultados demonstram que a passagem de L. infantum de uma fémea para o embrido pode
ocorrer nos primeiros dias de prenhez. Com relagéo ao potencial leishmanicida, os compostos
tiazolicos possuem promissora atividade leishmanicida com baixa toxicidade contra as células
do hospedeiro e também é bem tolerado oralmente pelos animais. Considerando os resultados
encontrados no presente estudo, pode-se evidenciar a transmissdo vertical precoce de L.
infantum em cdes, bem como foi possivel demonstrar que derivados tiazdlicos possuem
promissora atividade leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmania sp., embrido, leishmanicida, citotoxicidade, OECD.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (LV) is a chronic disease caused by the protozoan Leishmania
infantum in Brazil. The major sites of parasite localization in infected animals are the
secondary lymphoid organs, bone marrow and cutaneous tissue. The main route of
transmission is through the hematophagous action of phlebotomine vectors that belong to the
genera Lutzomyia in the New World. However, other forms of transmission may be related,
such as the sexual, vertical, non-vector hematogenous pathways, and there is still the
possibility that other vectors may be involved in the epidemiology of the disease. Dogs are of
great importance in maintaining the disease cycle and in human infections and treating them
against LV becomes important to reduce the prevalence of the disease and also to improve the
quality of life of these animals. The goal of this study was to advance the research related to
the alternative pathways of LV transmission in dogs and on the biological properties of
thiazoles, investigating their in vitro action against L. infantum. For this, a review of the main
forms of LV transmission in mammals was carried out, as well as molecular analyzes by
gPCR and cPCR, followed by the sequencing of canine embryo DNA from a naturally
infected female dog by L. infantum. For the evaluation of leishmanicide potential, 10 thiazol
compounds were used, 5 thiazoacetylpyridines (TAPs-01; 04; 05; 06; 09) and 5
thiazopyridines (TPs-01; 04; 05; 06; 09) on promastigotes and amastigotes of L. infantum in
addition to the evaluation cytotoxicity in peritoneal macrophages of BALB/c mice.
Ultrastructural analyzes were performed to identify possible intracellular targets of the most
effective compound on promastigote forms. In order to observe routes that can clarify the
possible mechanism of action of the compounds on the intracellular amastigote forms, the
Nitrite dosage was performed. The acute oral toxicity test was performed as recommended by
OECD-423. The review demonstrates that other ways of transmission should be taken into
consideration in the elaboration of public LV control policies, particularly the vertical and
sexual pathways. The results demonstrate that the transmission of L. infantum from a female
canine to its embryo can occur in the first days of pregnancy. Regarding the leishmanicidal
potential, thiazole compounds have promising leishmanicidal activity with low toxicity
against host cells and are also well tolerated orally by animals. Considering the results found
in the present study, it was possible to observe the early vertical transmission of L. infantum
in dogs, and also to demonstrate that thiazole derivatives have promising leishmanicidal
activity.

Key words: Leishmania sp., embryo, leishmanicide, cytotoxicity, OECD.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) acomete diversas espécies de mamiferos silvestres, o
cdo e o homem, sendo ocasionada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum
(SHAW, 1994) no Brasil. Neste pais, a LV tem-se expandido e atualmente encontra-se
urbanizada e distribuida, principalmente, entre os estados do Nordeste (ALBUQUERQUE et
al., 2009).

O céo doméstico é o principal reservatorio da LV em éareas urbanas (DINIZ et al.,
2008), onde a transmissdo se da pela acdo hematdéfaga de insetos vetores pertencentes a
subfamilia Phlebotominae, particularmente, a espécie Lutzomyia longipalpis (BARATA et al.,
2004). Todavia, a transmissdo da LV em cdes na auséncia de vetor invertebrado tem sido
relatada (OLIVEIRA et al., 2015).

Em humanos, a transmisséo vertical (LOW & COOKE, 1926) e sexual (SYMMERS,
1960) estad documentada, porém os mecanismos responsaveis por estas formas de transmissdo
ndo estdo muito bem descritos.

Nos cdes, existe na literatura relatos de transmissdo sexual (SILVA et al., 2009),
transmissdo vertical (NAUCKE & LORENTZ, 2012), por transfusdo sanguinea (DE
FREITAS et al., 2006), além da possibilidade de novos vetores, como pulgas e carrapatos,
estarem envolvidos na epidemiologia da doenca (MORAIS et al, 2013).

Na literatura cientifica, o hamster (Mesocricetus auratus) tem sido o modelo mais
adequado para a infeccdo experimental da LV, pois mimetiza a patogenia e 0s sinais clinicos
da doenca humana e canina (OLIVEIRA, 2006). Além disso, a classificacdo placentéaria dos
humanos e do hamster € do tipo hemocorial, 0 que reforca este animal como um bom modelo
bioldgico para estudo da transmissédo transplacentaria da doenca.

Com relacdo ao tratamento, estudos realizados demonstram que na maior parte dos
casos, nos animais infectados e tratados ocorre a cura clinica, no entanto, estes permanecem
como reservatorios do parasito (IKEDA-GARCIA et al., 2007; MIRO et al., 2008). O
tratamento da LV em animais tem objetividade de remissdo dos sinais clinicos e reducdo na
capacidade infectante dos animais (CIARLINI et al., 2010). Os farmacos de elei¢do na Europa
para o tratamento da doenca sdo antimoniato de meglumina, alopurinol, anfotericina B e a
utilizacdo de imunomoduladores (MIRO et al., 2005).

Nos ultimos anos, diversas hidrazonas, tiossemicarbazonas, semicarbazonas e
tiazolinonas foram sintetizadas e avaliadas in vitro, como inibidoras da enzima cruzaina ou

TCC (T. cruzi Cruzipain), uma cisteino-protease, dos quais 24 tiossemicarbazonas foram
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habeis em inibir a enzima em concentracdes nanomolares. A maioria destes apresentou acdo
protetora em macrofagos frente a infecgdo com culturas de amastigotas de Trypanosoma cruzi
(DU et al., 2002).

O desenvolvimento destas novas classes de agentes antiprotozoarios via inibicao das
cisteino-proteases dos parasitos constitui um importante avango nas pesquisas de inovacao
terapéutica para as doengas tropicais negligenciadas, visto que:

- As cisteino-proteases dos parasitos sdo alvos terapéuticos validados, pois possuem
importancia crucial na replicacdo e diferenciacdo celular e sdo expressas em mais de uma
forma evolutiva do parasito (UEDA-NAKAMURA et al., 2001);

- S840 encontradas em Leishmania spp., Plasmodium spp. e Trypanosoma ssp., e
portanto, sdo alvos farmacoldgicos atrativos para o desenvolvimento de drogas
antiparasitarias de amplo espectro (LEITE et al., 2006);

Este perfil de atividades promissoras possibilita avaliar esses compostos frente ao
género Leishmania.

Desta forma, objetivou-se avangar nos conhecimentos relacionados as vias alternativas
de transmissdo da leishmaniose visceral em cées e nas propriedades leishmanicidas dos tiazdis

em Leishmania infantum.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avancar nos conhecimentos relacionados as vias alternativas de transmissdo da
leishmaniose visceral em cées e nas propriedades leishmanicidas dos tiazdis em Leishmania

infantum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar as principais formas de transmissdo da leishmaniose visceral em mamiferos;

e Fornecer evidéncia molecular da transmissdo vertical de L. infantum de uma cadela
prenhe para 0 embrido nos estagios iniciais da prenhez;

e Avaliar o efeito dos compostos tiazélicos sobre o crescimento de promastigotas de L.
infantum;

e Auvaliar os efeitos dos compostos tiazélicos sobre o indice de infecgdo e sobrevivéncia
de amastigotas de L. infantum em macro6fagos peritoneais de camundongos BALB/c;

e Analisar a citotoxicidade dos compostos sobre células de mamiferos;

e Correlacionar a citotoxicidade / atividade leishmanicida dos compostos tiazélicos
através do indice de seletividade;

e Compreender o efeito imunomodulador dos compostos tiazélicos;

e Avaliar através da microscopia eletrdnica de transmissdao e varredura as alteracdes
ultraestruturais em formas promastigotas de L. infantum tratadas com os compostos;

e Determinar a toxicidade oral aguda do composto TAP-04 em hamster sirio;

e Analisar parametros bioquimicos de avaliacdo hepatica e renal de hamsters sirios apos
exposicdo a TAP-04;

e Avaliar as alteracdes estruturais em figado e rins de hamsters sirios apds exposicdo a
TAP-04.



19

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios digenéticos do género
Leishmania (DAWIT et al., 2013), que sdo divididos em duas categorias, a saber:
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT) (CHAPPUIS et al., 2007;
HEUSSER JUNIOR et al., 2010).

A forma cuténea da doenca é descrita nas Américas desde o sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina, com excecdo de Chile e Uruguai. No Brasil, sete espécies sdo
reconhecidas, sendo as mais importantes a Leishmania (Vianna) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis. As regides Norte e Nordeste foram responsaveis pela maioria dos
diagndsticos registrados de casos humanos, sendo estes associados com infeccdo em cdes
(DANTAS-TORRES, 2007; PITTNER et al., 2009).

A LV, causada por L. infantum, por sua vez, é uma doenca de evolucdo cronica e, na
Ameérica Latina, tem sido relatada em pelo menos 12 paises, com 90% dos casos da doenga no
continente concentrados no Brasil (CHAPPUIS et al., 2007, MAIA-ELKHOURY et al.,
2008). Cées infectados sdo considerados os principais reservatorios da doenca em areas
urbanas e possuem grande capacidade de transmitir o parasito ao vetor (RODRIGUES et al.,
2007).

A falta de saneamento e infraestrutura adequados, associada a simultanea interacdo e
mobilizagdo de reservatorios silvestres e cdes, acarretaram em aumento do nimero de casos
humanos e um elevado nimero de cées infectados em varios estados do Brasil. Devido a estes
fatores, a doenca, no Brasil, € considerada urbanizada (COLOMBO et al., 2011).

3.2 AGENTE ETIOLOGICO E TRANSMISSAO

A LV ¢ causada no Brasil por um protozoario heteroxénico, intracelular obrigatorio,
da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (COLOMBO et al.,
2011; LIMA et al., 2010), espécie Leishmania (Leishmania) infantum (MAURICIO et al.,
2000), a qual se encontra inserida no complexo Leishmania donovani (ASHFORD, 2000;
FEITOSA, 2001), sendo transmitido para os hospedeiros suscetiveis por insetos hematéfagos

da espécie Lutzomyia longipalpis, por ocasido do repasto sanguineo (NOLI, 1999).
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Apesar da via cléssica de transmissdo do parasito ser a vetorial, rotas alternativas de
transmisséo foram descritas tanto em cées, como no homem (TURCHETTI et al., 2014). Nos
cdes, existem relatos de transmissdo sexual, transmissao vertical, por transfusdo sanguinea,
além da possibilidade de outros vetores, como pulgas e carrapatos, estarem envolvidos na
epidemiologia da doenga (OLIVEIRA et al., 2015).

3.3 IMUNOPATOLOGIA E SINAIS CLINICOS DAS LEISHMANIOSES

A presenca de lesBes sistémicas estd diretamente relacionada com a resposta
imunoldgica do hospedeiro e evolugdo da doenca. Cées suscetiveis tém lesdes mais
exacerbadas devido a tendéncia para uma resposta do tipo Th2, proliferacdo de linfécitos B e
desencadeamento de resposta humoral. Por outro lado, a resisténcia a LV esta relacionada
com a ativagdo de células Th1 (BARBIERI, 2006).

Ap0s infeccdo, os animais resistentes irdo promover ativacao de células TCD4+ Thl
com producdo de IFN-y, TNF-a e interleucinas (IL) 2 e 12, ativando macréfagos que
destruirdo as formas amastigotas intracelulares. Ha fortes evidéncias que células TCD8+
citotdxicas também estdo envolvidas na resisténcia a doenga (PINELLI et al., 1995).

Por outro lado, em animais que desenvolvem sinais clinicos, hd uma diminuicdo de
células TCD4+ Thl e aumento de TCD4+ Th2, produzindo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
promovendo proliferacdo de células B e consequentemente, producdo de grande quantidade
de anticorpos (PINELLI et al., 1994). A producdo exacerbada de anticorpos ndo € efetiva,
pois formam imunocomplexos que se depositam nas membranas basais de diversos 6rgdos
(SLAPPENDEL, 1988; MARTINEZ-MORENO et al., 1995). Desta forma, as citocinas
produzidas pelas células Th, a depender da resposta imunolégica do hospedeiro, poderdo
ativar mecanismos que resultam tanto em resposta imunoldgica protetora, quanto na
exacerbacdo da doenca (PINELLI et al., 1999).

As infeccBes por L. infantum sdo caracterizadas por trés caracteristicas patogénicas
principais, sendo a primeira determinada pela capacidade do parasito de inibir a atividade
microbicida dos macréfagos, fazendo destes o seu sitio de replicacdo. Segundo, o
estabelecimento e evolugdo da doenca dependem da resposta imunoldgica do hospedeiro. Por
ultimo, uma vez estabelecida, a infeccao persiste nos tecidos, principalmente nos que possuem
maior concentracdo de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) (PALTRINIERI et
al., 2010).
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Além da presenca do protozodrio nos tecidos, a deposicdo de imunocomplexos em
alguns locais € importante para o desenvolvimento da patogenia da doenca, particularmente
nas paredes dos vasos sanguineos, olhos, rins, e articulagdes (GARCIA-ALONSO et al.,
1996).

A LV em cdes caracteriza-se pela grande variedade de sinais clinicos, relacionados
basicamente a fatores individuais associados ao tipo de resposta imunolégica desenvolvida,
grau de infeccdo, tempo de evolucdo da doenca e Orgdos acometidos (EZQUERRA, 2001;
MARCONDES et al., 2011). De acordo com os sinais clinicos observados, os animais podem
ser classificados em assintométicos ou sintomaticos (BLAVIER et al., 2001) sendo que 0s
assintomaticos representam importante papel como reservatorio da doenca (BARBIERI,
2006).

Os principais sinais clinicos observados nos cdes acometidos pela LV sdo
linfoadenomegalia, dermatopatias (SOLANO-GALLEGO et al., 2009),
hepatoesplenomegalia, onicogrifose (ALBUQUERQUE et al., 2007) e oftalmopatias (BRITO
et al., 2006). No entanto, formas amastigotas de Leishmania sp podem ter uma ampla
distribuicdo em tecidos de caes (TAFURI et al., 2004), o que pode resultar em manifestaces
clinicas atipicas (SOUZA et al., 2005).

Dentre os quadros atipicos, incluem-se desordens neuroldgicas (BLAVIER et al.,
2001), nefropatias (COSTA et al., 2003), cardiopatias e pneumopatias (TORRENT et al.,
2005), bem como envolvimento do sistema genital de cdes machos (OLIVEIRA et al., 2016a)
e fémeas (OLIVEIRA et al., 2016b).

3.4 MORFOLOGIA

Os protozoéarios do género Leishmania sdo digenéticos (alternam entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados), unicelulares e parasitos intracelulares obrigatérios do SFM. A
forma promastigota é encontrada no hospedeiro invertebrado e a forma amastigota,
encontrada no vacuolo parasitoforo dos macréfagos do hospedeiro vertebrado (TANAKA et
al., 2007).

As formas promastigotas colonizam o trato digestorio e saliva do inseto vetor,
apresentando um flagelo livre na extremidade anterior que emerge da bolsa flagelar. Estas
multiplicam-se por divisdo binaria, sdo extracelulares e transmitidas ao hospedeiro mamifero
durante o repasto sanguineo do vetor hemat6fago (SACKS & KAMHAWI, 2001) (Figura
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1A). Na regido central é possivel visualizar o nucleo arredondado ou oval e uma estrutura
caracteristica da ordem, o cinetoplasto em forma de bast&o.

As formas amastigotas variam de arredondadas a ovoides, apresentando um flagelo
reduzido, que esta internalizado na bolsa flagelar (Figura 1B). Estas formas sdo intracelulares
obrigatdrias e estdo presentes em vactolos de células do SFM, principalmente nos
macrofagos, onde irdo sofrer multiplicacdo por divisdo binéaria e romper a célula hospedeira
para liberacdo de novas formas amastigotas, as quais estardo aptas a infectar outras celulas
(VANNIER-SANTOS et al., 2002).

Figura 1: Formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Promastigota e (B) Amastigota.

Flagelo Microtibulos ~ Inclusdes . . o
A B subpeliculares liPidicas &sa
Microtubulos
subpeliculares
Multivesicular
Glicossomo.

- Reticulo
endoplasmatico

Acidocalcissomo

Inclusdes lipidicas Reticulo

endoplasmatico i Nucléolo
Tpm 1&

Fonte: TEIXEIRA, 2013.

3.5 BIOLOGIA CELULAR DE Leishmania sp.

As duas formas evolutivas apresentam estruturas que sao especificas de protozoarios
pertencentes a ordem Kinetoplastida, como o cinetoplasto e o acidocalcissomo. Além de
estruturas especificas, outras organelas comuns aos demais eucariotos como nucleo, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi estdo presentes (SOUZA, 2008).

O protozoario € revestido por uma membrana plasmatica constituida de lipidios,
ergosterol, carboidratos e proteinas. Algumas proteinas de superficie como o lipofosfoglicano
(LPG) e a glicoproteina 63 (GP63) conferem protecdo ao parasito contra a resposta imune do
hospedeiro (SOUZA, 2008).
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Sob a membrana plasmaética, encontra-se um citoesqueleto, estrutura que confere
rigidez e/ou flexibilidade ao corpo do parasito. Esta € composta por microtibulos
subpeliculares e actina (JAYANARAYAN e DEY, 2002).

Os tripanossomatideos apresentam um flagelo Unico que emerge da bolsa flagelar
localizada na regido anterior das formas promastigotas e amastigotas. Esta estrutura tem
fungdo sensorial, de motilidade e fixacdo. A bolsa flagelar ¢ o local onde ocorrem os
processos de exocitose e endocitose da Leishmania sp. (SOUZA et al., 2009)

Ao contrario das células de mamiferos que possuem centenas a milhares de
mitocdndrias, os tripanosomatideos, entre os quais se incluem o Trypanosoma cruzi e as
diversas espécies de Leishmania, possuem uma mitocondria Unica (FIDALGO e GILLE,
2011). O bom funcionamento desta estrutura torna-se, desta forma, imprescindivel para a
sobrevivéncia dos parasitos (MEHTA e SHAHA, 2004). A ultraestrutura da mitocdndria nos
tripanosomatideos € bastante diversa em comparacdo aos organismos multicelulares, no que
diz respeito a densidade da matriz bem como a forma e nimero de cristas. Geralmente, a
mitocondria se localiza abaixo da membrana plasmatica, correndo todo o corpo do parasito
abaixo dos microtubulos subpeliculares. Uma caracteristica peculiar da mitocondria dos
protozoarios da ordem Kinetoplastida, € que 0 DNA mitocondrial (k-DNA) concentra-se em
uma regido especializada da mitocondria denominada cinetoplasto (SOUZA et al., 2009). O
cinetoplasto se situa proximo ao nucleo e sua forma e organizacado estrutural variam de acordo
como o estagio de desenvolvimento do protozoario (SOUZA, 2008).

O ndcleo é bem definido, com um cariossomo central, cromatina e nucléolo. E envolto
por membranas que possuem poros nucleares e a membrana externa € continua a membrana
do reticulo endoplasmaético (SOUZA, 2008).

Além dessas estruturas, 0 protozoario possui outras que também sdo importantes para
o0 seu ciclo. O complexo de Golgi, localizado préximo a bolsa flagelar, é responsavel pelos
processos de glicosilacdo e sulfatacdo. O reticulo endoplasmatico (liso e rugoso) presente em
todo corpo celular e em grande parte proximo aos microtibulos e mitocéndria, esta envolvido
na sintese de lipideos e proteinas (DE SOUZA, 2002). Os acidocalcissomos sdo organelas
acidas que estocam calcio, cétions e fosforo, atuando na manutencdo da homeostase, pH e
osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 2005).

Os glicossomos sdo organelas delimitadas por membrana, presentes em grande
guantidade em formas amastigotas e estdo envolvidos em processos celulares, como
metabolismo de perdxido, gliconeogénese e biossintese de lipideos (OPPERDOES &
COOMBS, 2007).
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Os megassomos sdo estruturas que tem atividade lisossomal, importantes para a
sobrevivéncia das formas amastigotas no macrofago, sendo o destino final de todas as

macromoléculas ingeridas pelo processo de endocitose do parasito (DE SOUZA et al., 2009).

3.6 TRATAMENTO DA LV EM CAES

A quimioterapia atual contra a LV em cées foi desenvolvida hd muitos anos, tendo
como medicamentos de primeira linha os compostos antimoniais, miltefosina e alopurinol.
Dentre as drogas de segunda linha, podem ser citados a domperidona, aminosidina
(paromomicina), anfotericina B e pentamidina. No entanto, o tratamento é longo, tedioso e
desagradavel para cdes e tutores. Além disso, os disturbios renais sdo frequentemente
associados tanto a doenca como aos farmacos, o que pode exigir vigilancia veterinaria
onerosa durante longos periodos de tempo (REGUERA et al., 2016). Desta forma, é evidente
a necessidade de um novo tratamento mais seguros e eficaz contra as leishmanioses.

Na maioria dos casos, 0os medicamentos de primeira linha requerem administracdo
parenteral por médico veterinario, ndo eliminam completamente a carga parasitaria e
apresentam muitos efeitos secundarios toxicos indesejaveis (MIRO et al., 2008;
VALLADARES et al., 1998). Estes inconvenientes tornam dificil o uso de drogas de primeira
linha em condi¢Bes de campo, sendo extremamente frequente a aparicdo de recaidas (até
74%) no primeiro ano pos-tratamento (SLAPPENDEL e TESKE, 1997).

Além disso, os parasitos isolados de cdes com recaida apos tratamento farmacologico
eram cinco vezes menos sensiveis a farmacos do que os parasitos isolados de cdes ndo
tratados (YASUR-LANDAU et al., 2016). Este fato, juntamente com uma dosagem errada e
uma interrupcdo precoce do tratamento, pode aumentar a transmissdo descontrolada para
humanos e cdes (REGUERA et al., 2016).

Apesar de seus muitos inconvenientes, a quimioterapia é o tratamento mais eficiente
de cées infectados por L. infantum e tem beneficios em termos de reducéo da prevaléncia e
incidéncia da doenca, bem como no controle do ciclo de vida do parasito (MIRO et al., 2011).
No entanto, uma vez que a eliminagdo completa do parasito ndo ocorre regularmente, os caes
tratados devem ser monitorizados e mantidos sobre observacdo. O monitoramento de caes
tratados é importante para alguns parametros, como carga parasitaria e valores hematologicos
e bioquimicos, especialmente ureia e creatinina, que servem para controlar a funcao renal
(REGUERA et al., 2016).
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Um aspecto relevante sobre o tratamento contra a LV em cées é o aparecimento de
cepas resistentes a farmacos. A resisténcia pode ser uma consequéncia do uso indevido de
drogas e pode ser desencadeada por fatores dos hospedeiros ou parasitarios. Os fatores
relacionados aos hospedeiros incluem modificacdes dos parametros farmacocinéticos ou uma
alteracdo na resposta imunologica ao parasito. Os fatores relacionados ao parasito incluem
modificacOes estruturais de proteinas alvo ou mecanismos de evasdo ao sistema imunoldgico
do hospedeiro (RHALEM et al., 1999).

Alguns dos compostos quimioterdpicos utilizados no tratamento da LV em cées estdo
incluidos na 192 edicdo da Lista Modelo de Medicamentos Essenciais da OMS (Abril de
2015) contra a leishmaniose: antimoniais pentavalentes, miltefosina, desoxicolato de
anfotericina B ou formulados em formulagfes lipossdmicas e paromomicina . No entanto,
alguns outros farmacos também sdo eficazes, como alopurinol, pentamidina, enrofloxacina
marbofloxacina, metronidazol, espiramicina e cetoconazol (NOLI e AUXILIA, 2005). Os

principais protocolos quimioterapicos atualmente utilizados estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolos quimioterapicos utilizados no tratamento da LV em cées.

Formulacéo

o Dose e via Frequéncia Duragéo Referéncias
terapéutica

Antimoniato de 100 mg/kg iv,

_ q8-24h 3-4 semanas Berman (1988)
meglumina sc
) ) Andrade et al.,
Miltefosina 2 mg/kg vo q24h 1 més
(2011)
Anfotericina B _ Duas vezes por )
) 0,5 mg/kg iv 2 mMeses Oliva et al. (1995)
desoxicolato semana
Antimoniato de )
) 100 mg/kg sc; Koutinas et al.
meglumina q24h 2 meses; 1 ano
_ 10 mg/kg vo (2001)
+ alopurinol
Miltefosina+ 2 mg/kg vo; 10 )
) q24h 1 més; 1 ano Mir6 et al., 2009
alopurinol mg/kg vo
) o Saridomichelakis
Alopurinol 20 mg/kg vo gl2h Vitalicia
et al. (2005)
_ Sabaté et al.
Domperidona 0,5 mg/kg vo g24h 1 més

(2014)
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3.7 ALVOS TERAPEUTICOS PARA DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

O controle e tratamento das leishmanioses devem ser metas prioritarias na salde
coletiva, pois tem sido observado o aumento do nimero de casos da doenca (DESJEUX e
ALVAR, 2003). Sendo assim, € necessario que sejam identificadas novas moléculas nos
parasitos do género Leishmania para melhor compreender sua interagdo com os hospedeiros, e
investigar a possibilidade do emprego destas moléculas como alvos para o desenvolvimento
racional de farmacos. Seguindo este raciocinio, as proteases de parasitos tém sido bastante
estudadas, pois participam da assimilacdo dos aminoécidos como fonte nutricional ou para
sintese de substancias organicas, da invasdo ao hospedeiro, no metabolismo de proteinas ou
peptideos biologicamente ativos, na diferenciacdo e dos mecanismos de evasao ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, ou ainda, na resisténcia do parasito a terapia medicamentosa
(MCKERROW et al., 2006). A andlise do genoma de L. major, L. braziliensis e L. infantum
demonstrou que estas trés espécies apresentam semelhante arranjo de proteases (BESTEIRO
etal., 2007).

Considerando-se o papel essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida de
parasitos do género Leishmania, algumas proteases tém sido selecionadas como alvos para o
desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas. Dentre estas, as cisteino-proteases
(UEDA-NAKAMURA et al., 2001), metaloproteases (JAFFE e DWYER, 2003) e serino-
proteases (RHOADS e FETTERER, 1997) sdo exemplos de proteases amplamente estudadas.

As cisteino-proteases sdo as enzimas proteoliticas mais investigadas em Leishmania
ocorrendo em grandes quantidades em lisossomos, que séo particularmente abundantes em
formas amastigotas do parasito, mas podem ser encontradas em outros compartimentos
intracelulares (UEDA-NAKAMURA et al., 2001). Estas enzimas desempenham importantes
funcGes na Leishmania como viruléncia, manutencdo da viabilidade e da morfologia do
parasito, invasdo do SFM do hospedeiro e a modulacdo de sua resposta imunoldgica
(MOTTRAM et al., 2004; SELZER et al., 1999) constituindo assim atrativos alvos
quimioterapicos no tratamento das leishmanioses. Em contrapartida, a inibicdo destas enzimas
por inibidores especificos em modelos murinos tem demonstrado grande toxidade para as
ceélulas de mamiferos. Além disso, é necessario um inibidor de cisteino-protease com amplo
espectro de agdo, visto que existem trés familias de genes que codificam para pelo menos seis
tipos de catepsinas diferentes de Leishmania e, a inibicdo de apenas um tipo de cisteino-
protease é insuficiente para bloquear a replicacdo do parasito (MOTTRAM et al., 2004, HIDE
e BANULS, 2008).
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Leishmanolisina, uma metaloprotease zinco-dependente, é uma das principais
moléculas de superficie presente em todas as espécies de Leishmania, especialmente em
formas promastigotas e tem como funcéo facilitar a fixacdo do parasito ao macrofago (JAFFE
e DWYER, 2003) e a ligacdo as células natural killer inibindo sua proliferacdo e facilitando
assim a infeccdo parasitaria (LIEKE et al., 2008). Observando-se esta caracteristica, a
possivel utilizacdo de inibidores desta enzima na formulacdo de vacinas tem sido realizados
em camundongos, cies e macacos (JAAFARI et al., 2007; RODRIGUEZ-CORTES et al.,
2007; OLOBO et al., 1995). Dentre estas espécies, apenas em camundongos foi conferida
protecdo efetiva contra a infec¢do (JAAFARI et al., 2007).

As serino-proteases sdo as enzimas mais estudadas da natureza e estdo presentes em
todos 0s organismos vivos. Tais proteases estdo envolvidas numa grande diversidade de
processos fisioldgicos essenciais para a sobrevivéncia de todos os organismos vivos (RAO et
al., 1998) e em parasitos, de modo especial, estdo envolvidas na degradacdo do tecido
conjuntivo do hospedeiro, para facilitar sua invasdo e disseminacdo; assimilagdo de
aminoacidos, com consequente sintese de proteinas, peptideos ou outros produtos derivados
de aminodcidos e a reciclagem de proteinas; remodelagem do parasito durante a transicédo de
um estagio morfolégico para outro e ativacdo de enzimas ou de outras moléculas
biologicamente ativas (RHOADS & FETTERER, 1997; ROSENTHAL, 1999).

A inibicdo de serino-proteases interfere na morfologia do parasito, causando
importante deformacdo da bolsa flagelar e a formacdo de vesiculas intracelulares podendo
levar o parasito & morte (SILVA-LOPEZ et al., 2007). Desta forma, a inibicdo das serino-
proteases de Leishmania pode representar uma valiosa abordagem para o desenvolvimento
racional de farmacos para o tratamento das Leishmanioses, produzindo drogas que
possivelmente apresentem menos efeitos adversos para o hospedeiro e que tenham melhor

indice terap@utico do que as drogas de uso corrente (SILVA-LOPEZ, 2010).

3.8 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (Figura 2) sdo compostos bases de Schiff, obtidos geralmente
pela reacdo de condensacédo de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas. Em geral, estas
moléculas apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos, uma vez
que, com excecdo da agua que é liberada na sua obtencdo, todos os outros atomos dos

compostos reagentes estardo presentes na molécula final (BERALDO e GAMBINO, 2004).



28

Estes compostos possuem uma ampla gama de aplicagGes farmacoldgicas (AGUIRRE
et al., 2004) e foram identificados como possiveis protétipos a inibidores da cruzaina
(FRICKER et al., 2008, GREENBAUM et al., 2004) com acéo antiprotozoaria (BHARTI et
al., 2004). Em muitas circunstancias, a acdo farmacologica das tiossemicarbazonas é
incrementada através da coordenacdo com ions metalicos (DA SILVA et al., 2009).

As tiossemicarbazonas apresentam mecanismo de acdo complexo e podem atuar
através da inibicdo de multiplos alvos (GREENBAUM et al., 2004). Desta forma, tais
compostos podem agir como inibidores enzimaticos, através da complexacdo com metais
enddgenos, bem como atraves de reacdes de redox ou ainda através de interaces/inibicdo da
sintese do DNA.

Figura 2: Representacdo da estrutura genérica de tiossemicarbazonas.
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3.9 PIRIDINAS

A piridina (Figura 3) é uma substancia organica, com algumas caracteristicas
semelhantes ao benzeno e teve sua procura aumentada nas Ultimas décadas pela descoberta de
muitos compostos bioativos contendo piridina por varias industrias (SCRIVEN e BERRY,
2001). Este composto assumiu um importante papel na compreensdo da quimica dos sistemas
bioldgicos sendo, por sua vez, encontrado em muitas enzimas de organismos vivos como 0
nucleotideo piridina prostético (NADP) (LI et al.,1999), que esta envolvido em varios
processos de oxidacgdo — redugdo (FARHANULLAH et al., 2003).

A piridina também é encontrada em vitaminas como a niacina e piridoxina (vitamina
B6) e também em alcaloides altamente toxicos como a nicotina (JOULE et al., 1995). Na
industria farmacéutica, a piridina esta presente em mais de 7000 nucleos de compostos
bioativos (ROTH & KLEEMANN, 1988).
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Entre os derivados piridinicos, a triapina (3-aminopiridina-2-carboxaldeido
tiossemicarbazona, 3-AP) é um potente agente antitumoral dotado de boas caracteristicas para
a quelacdo com metais de transicdo. Como consequéncia da alta afinidade quelante de ferro, a
triapina € um potente inibidor de enzimas contendo ferro tais como a ribonucleotideo redutase
(RR) e Ps3R, (WADLER et al., 2004; SHAO, 2004). Considerava-se que a atividade inibitdria
da 3-AP era devido a remocdo direta do Fe das enzimas, porém, evidéncias recentes sugerem
que os efeitos redox do complexo 3-AP-Fe sobre essas enzimas também sdo importantes
(CHASTON et al., 2003; SHAO et al., 2006).

O potencial terapéutico da condensacdo do anel piridinico (e seus analogos) com a
tiossemicarbazona tem sido demonstrado em avaliages antiproliferativas (JANSSON et al,
2010; RICHARDSON et al., 2009) e atividade tripanocida (CARDOSO et al, 2014).

Figura 3: Representacdo esquematica da piridina.
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3.10 TIAZOIS

Os tiazOis sdo uma importante classe de compostos heterociclicos que possuem
atomos de nitrogénio e enxofre (Figura 4) e apresentam um amplo espectro de atividade
bioldgica, tais como atividades antitumoral (POPSAVIN et al., 2012), antibacteriana (LU et
al., 2012), anti-inflamatéria (SHAFI et al., 2012), antichagasico (NAVARRETE-VAZQUEZ
etal., 2011) e leishmanicida (NAVA-ZUAZO et al., 2014).

Figura 4: Representagdo esquematica de tiazois.
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O ndcleo tiazol esta presente como subunidade em diversas moléculas biologicamente
ativas, tais como sulfatiazol (ROTH e KLEEMANN, 1988), um importante farmaco
antimicrobiano, o ritonavir (Norvir), medicamento utilizado no combate ao virus HIV
(SOUZA e ALMEIDA, 2003), epotilonas A e B, produtos naturais que possuem potente
atividade antitumoral (KAMATH & JORDAN, 2003).

3.11 TIAZOPIRIDINA (TP) E TIAZOACETILPIRIDINA (TAP)

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Planejamento em Quimica Medicinal (LpQM)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) tem estudado novos farmacos antichagasicos
mais ativos e menos citotoxicos que o benznidazol, utilizando as semicarbazonas e
tiossemicarbazonas como nucleos de base. O resultado de tais esforcos reflete-se com a
conquista de 6timos resultados antichagasicos observados para estas classes quimicas (LEITE
et al., 2006; HERNANDES et al., 2010). Observa-se também que, a maior funcionalizacédo
desta classe apresenta melhores atividades através da ciclizacdo da tiossemicarbazona em
tiazol (CARDOSO et al., 2014).

Baseado nos resultados obtidos na ciclizacdo da tiossemicarbazona em tiazol, a série
dos tiazois foi expandida, explorando o anel piridina para poder delimitar a importancia de
cada grupo funcional para a atividade tripanocida (CARDOSO et al., 2014). O ndcleo piridina
tem mostrado ser promissor devido ao amplo espectro de atividades bioldgicas concernentes
(KEENAN et al., 2012; MENDES et al., 2007) e a alta capacidade de formar quelatos
metélicos (PARRILHA et al., 2012).

Compostos detentores dos grupamentos piridina e tiossemicarbazona sdo amplamente
estudados como farmacos antitumorais devido a propriedade quelante extremamente
favorecida. Entretanto, a pesquisa das piridinas como agentes tripanocidas e leishmanicidas
ainda é pouco explorada (CARDOSO et al., 2014).

A sintese dos compostos das series TP e TAP utilizadas neste estudo esta descrita por

Cardoso et al. (2014) e resumida na figura 5.
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Figura 5: Obtenc¢do dos compostos das séries TP e TAP.
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Fonte: CARDOSO ET AL., (2014).

3.12 AVALIACAO DE TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade é um parametro necessario de qualquer estudo in vivo ou in vitro que
atende aos objetivos de caracterizar os potenciais efeitos tdxicos dos componentes ativos de
novos compostos, estimar o grau de perigo em uso e compreender 0 mecanismo de toxicidade
induzida pela droga (PURCHASE et al, 1998). Esses estudos séo realizados seguindo-se
protocolos bem aceitos internacionalmente, ainda que, dentro do todo aprovado, as exigéncias
legais variem de pais a pais (LAPA et al, 2003).

No estudo de toxicidade aguda, os animais sdo tratados uma uUnica vez com o
composto em teste ou, eventualmente, com doses parceladas em periodo ndo superior a 24
horas (LAPA et al, 2003). O teste permite avaliar varios pardmetros, a saber: o indice de
letalidade; a forma de morte produzida pelo excesso dos compostos em teste e os 6rgaos alvo;
as alteracBes comportamentais, as alteracdes hematoldgicas, bioquimica plasmatica e urinaria;
fornece informagdes para avaliacdo dos riscos de exposi¢do aguda ao composto; determina 0s
valores de dose para estudos prolongados; indica as lesdes dos orgédos afetados, e verificar os
efeitos tardios do tratamento e se ha reversibilidade da resposta toxica (PURCHASE, et al.,
1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO, et al., 2006; COECKE, et al., 2006) . Esse teste agudo

é obrigatorio para todos os tipos de materiais em teste, independente do tempo de uso
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proposto, pois evidencia o risco de intoxicagbes agudas, inadvertidas ou néo, e a forma de
preveni-las (KLAASSEN, 2007).

A DLsy €é definida segundo a Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation and Development; OECD) como
sendo a dose Unica, calculada estatisticamente, de uma substancia que pode ser esperada para
causar a morte em 50% dos animais” (OECD, 1987). Em outras palavras, uma DLsy, de um
composto ndo é uma constante, mas sim um termo estatistico desenvolvido para descrever a
resposta letal de um composto em uma determinada populacdo em um discreto conjunto de
condigdes experimentais (HAYES e DIPASQUALE, 2001).

O teste da DLs, foi inicialmente introduzido em 1927 para avaliar substancias que
seriam utilizadas por seres humanos como a insulina (STAMMAT], et al., 2005). Na década
de setenta, este teste comecou a ser empregado amplamente como base de comparacdo e
classificacdo da toxicidade de substancias (GUBBELS-VAN HAL, et al., 2005). Para a
realizacdo deste teste, eram empregados mais de 100 animais para cada espécie estudada,
normalmente ratos e camundongos, € para cada substancia testada (BOTHAM, 2004).

Em 1990 foi publicado o método que ficou conhecido como o Teste da Dose Fixa
(TDF). O TDF utilizava um nimero menor de animais do que aquele preconizado pela OECD
401; causava menor mortalidade associada ao composto teste; além de menor dor e
sofrimento aos animais (OECD, 2001a).

Em 1996, surgiu uma segunda alternativa a OECD 401, o método da Toxicidade
Aguda de Classe (TAC), o qual foi adotado pela OECD (OECD 423) e, em 1998, surgiu o
Teste “Up and Down” (TUD) sendo, também, posteriormente recomendado pela OECD
(OECD 425). O Teste TAC também utiliza o conceito de dose fixas, porém o objetivo final
seria a mortalidade. O TUD, como 0 nome sugere objetiva estimar o valor da DL, testando
sequencialmente animais individuais, com a dose para cada animal sendo ajustada para cima
ou para baixo, dependendo do resultado prévio do animal anterior (OECD, 2001b; OECD
2001c).

Contudo, o uso na pratica destes 3 métodos alternativos ndo foi amplamente absorvido
pela sociedade cientifica. Em paises como o EUA e Japdo, embora incorporadas as diretrizes
e recomendadas, 0 uso destes metodos ficaram restritos a aquelas substancias onde nédo era
obrigado a obtencdo do valor da DLsp, 0 intervalo de confianca e a inclinacdo da curva. Neste
contexto, para facilitar a aceitacdo internacional dos 3 métodos e iniciar o processo de
eliminacdo definitiva da diretriz OECD 401, a OECD organizou uma série de reuniées com

especialistas no periodo de 1998 e 2000, o qual resultou na revisdo das diretrizes 420, 423 e
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425, além de um documento para 0 uso e interpretacdo de métodos alternativos de avaliacéo
de toxicidade (VALADARES, 2006). Assim sendo, ap6s muitos anos de controvérsias e
debates, o teste da DLsg foi finalmente eliminado no final de 2002 (BOTHAM, 2004).

3.13 GUIA 423 DA OECD - METODO DA TOXICIDADE AGUDA DE CLASSE (TAC)

O método in vivo é um procedimento gradual com a utilizacdo de 3 animais do mesmo
sexo por etapa. Dependendo da mortalidade e/ou estado moribundo dos animais, em média, 2-
4 etapas podem ser necessarias para permitir avaliar a toxicidade aguda da substancia de
ensaio. Este procedimento é reprodutivel, utiliza muito poucos animais e é capaz de classificar
substancias de uma forma semelhante a outros métodos de testes de toxicidade aguda (Guia
de Teste 420 e 425). O método de classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na avaliacdo
biométrica de doses fixas, devidamente separadas para permitir uma substancia ser
classificada quanto aos efeitos de classificacdo e avaliacdo de risco. O método, adotado em
1996, foi amplamente validado contra dados de DLs obtidos na literatura (OECD, 2001b).

Trés animais sdo usados para cada dose. A dose inicial deve ser selecionada entre as
doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg, sendo aquela mais propensa a produzir mortalidade
com base em relatos de dose com toxidade evidente, quando possivel, ou por meio de relatos
evidenciados com base na estrutura quimica. Na auséncia de ambas, a informag&o pode iniciar
0 estudo de triagem com a dose de 300 mg/kg (OECD, 2001b).

Quando informacdes avaliadas sugerem que a mortalidade significativa ndo seja
iniciada com o valor maior de dose 2000 mg/kg de peso corpéreo, o teste para se conhecer o
limite deve ser conduzido. Excepcionalmente, e somente quando justificado por necessidades
especificas, o uso de um valor de dose maior de 5000 mg/kg pode ser considerada. O tempo
de intervalo entre o tratamento dos grupos é determinado pelo inicio, duracdo e gravidade dos
sinais toxicos. O tratamento de animais com a proxima dose deve ser esperado até que se
confirme a sobrevivéncia de um animal previamente doseado (OECD, 2001b).

Os animais sdo observados nos tempos de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h e 8 h ap6s a
administracdo e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. Dependendo da
mortalidade ou do estado moribundo dos animais outras doses sdo necessarias para que se
admita um critério da toxicidade aguda da sustancia testada. A classificacdo da substancia
administrada é feita de acordo com o Globally Harmonised System, estimando-se sua DLsg
(OECD, 2001b).
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica causada pelo protozoario Leishmania
infantum. Os principais sitios de localizacdo do parasito nos animais acometidos pela LV
foram orgdos linfoides primarios, secundarios e tegumento. Contudo, existem relatos da
deteccdo do parasito em 6rgdos do sistema genital masculino e feminino. A principal via de
transmissdo decorre da acdo hematofaga de vetores flebotomineos pertencentes aos géneros
Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo). Todavia, outras formas de
transmissdo podem ser relacionadas, como as vias sexual, vertical, hematégena ndo vetorial e
ainda existe a possibilidade de outros vetores estarem envolvidos na epidemiologia da doenca.
Dessa forma, a proposta deste artigo foi revisar as principais formas de transmissdo da

leishmaniose visceral em mamiferos.

Palavras-chave: Leishmania sp, cées, transmissédo sexual, transmissao vertical.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic disease caused by Leishmania infantum. The major
sites of parasite localization in infected animals are the secondary lymphoid organs, bone
marrow and cutaneous tissue. However, reports exist on the detection of the parasite in the
organs of the male and female genital system. The main route of transmission is related to the
hematophagous sandfly vectors of the genus Lutzomyia (New World) and Phlebotomus (Old
World). However, other routes of transmission may be mentioned, such as sexual, vertical,
hematogenic without vector and others involved in VL epidemiology. Thus, the current article

reviews the main forms of transmission of visceral leishmaniasis in mammals.

Keywords: Leishmania sp, dogs, sexual transmission, vertical transmission.

INTRODUCAO

A LV é uma importante zoonose parasitaria que tem o cdo doméstico como principal
reservatorio da doenga, particularmente em &reas urbanas (DINIZ et al., 2008). Ela é
ocasionada pelo protozoario Leishmania infantum (sinonimia L. chagasi), o qual apresenta
tropismo pelo sistema mononuclear fagocitario (NEVES, 2005; CHAPPUIS et al., 2007).

A doenca é usualmente transmitida pela acdo hematdfaga de insetos vetores
flebotomineos pertencentes aos géneros Lutzomyia (no Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho
Mundo) (MURRAY et al., 2005). Entretanto, rotas alternativas de transmisséo foram descritas
tanto em cées, como no homem (TURCHETTI et al., 2014). Nos cées, existem relatos de
transmissdo sexual (SILVA et al., 2009a), transmissdo vertical (NAUCKE & LORENTZ,
2012), por transfusdo sanguinea (DE FREITAS et al., 2006), além da possibilidade de outros
vetores, como pulgas e carrapatos, estarem envolvidos na epidemiologia da doenga (MORAIS
etal., 2013).

As vias alternativas de infeccdo colocam a prova as estratégias de controle e
erradicacdo da LV baseadas na eliminagéo do vetor, atestando que estas ndo seriam eficientes,
pois L. infantum manteria seu ciclo, assumindo potencial importancia no acasalamento de
cdes errantes positivos (SILVA et al., 2009a).

Do ponto de vista epidemioldgico, a infec¢do canina é mais prevalente que a infeccéo
no homem, além de que, existe um grande contingente de animais assintomaticos que
albergam parasitos na derme (BONATES, 2003).
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No cdo, a infecgdo por L. infantum é considerada uma enfermidade crénica que
acarreta o aparecimento de diversos sinais clinicos como linfoadenomegalia, dermatopatias
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009), hepatoesplenomegalia, onicogrifose (ALBUQUERQUE
et al., 2007) e oftalmopatias (BRITO et al., 2006). Além destas lesGes classicas, o parasito
eventualmente provoca lesdes no sistema genital tanto de cdes machos (MIR et al., 2012)
como de fémeas (OLIVEIRA, 2013), podendo inclusive ser detectado no sémen (DINIZ et al.,
2005) e placenta (DUBEY et al., 2005), favorecendo desta forma as vias de transmissao
sexual e vertical, respectivamente.

Desta forma, considerando a possibilidade de vias alternativas de transmissao da LV
em mamiferos, serdo abordadas nesta revisdo as principais formas de transmissdo da doenca
tendo em vista a importancia epidemioldgica para a manutencdo do ciclo do parasito,
particularmente em areas livres de vetores.

Via cléssica de transmisséo da LV

L. infantum é um parasito difasico, com ciclo de vida heteroxeno, ou seja, que se
completa em dois hospedeiros: o flebotomineo vetor (L. longipalpis no novo mundo), que
abriga o parasito na forma promastigota extracelular flagelada; e o hospedeiro mamifero, onde
a forma amastigota intracelular se desenvolve (BARATA et al., 2004; TOMAS & ROMAO,
2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A transmissdo da LV entre mamiferos acontece primariamente de forma indireta,
necessitando da presenca do vetor, que se infecta quando este realiza repasto sanguineo num
animal ou homem infectado, ingerindo as amastigotas de L. infantum presentes na derme
(BARATA et al., 2004). Dentro do trato digestorio do inseto, as amastigotas transformam-se
em promastigotas entre 24 a 48 horas ap6s a ingestdo. No intestino do inseto, essas
promastigotas reproduzem-se e migram para o eséfago e faringe. Durante o préximo repasto
sanguineo elas sdo regurgitadas e penetram na derme do hospedeiro vertebrado (KAMHAWI,
2006). A saliva do inseto L. longipalpis possui um potente peptideo vasodilatador,
denominado maxadilan, que € liberado na pele do hospedeiro, quando o inseto realiza o
repasto sanguineo, facilitando, desta forma, a infeccdo (LERNER et al., 1991; LERNER &
SHOEMAKER, 1992).

Ap0s o hospedeiro vertebrado ser infectado pelas promastigotas do parasito, estas sao
fagocitadas por macrofagos e transformam-se em amastigotas. Dentro dos macrofagos as
amastigotas reproduzem-se, rompem 0s macrofagos, sdo liberadas no meio extracelular sendo
novamente, fagocitadas por outros macréfagos (HANDMAN & BULLEN, 2002).

Transmissao sexual da LV
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O primeiro relato de transmissdo sexual da LV ocorreu no Reino Unido em um
paciente humano. Neste estudo, numa area onde ndo havia vetor nem casos autoctones da
doenca, uma mulher, que nunca havia saido do pais desenvolveu lesdes genitais contendo
amastigotas de L. infantum. Neste estudo, foi possivel observar que a esposa infectou-se a
partir do marido que havia contraido LV no Suddo 12 anos antes (SYMMERS, 1960).

Em cées, Riera e Valladares (1996) aventaram a possibilidade que a transmisséo
venérea ocorreria nesta espécie, pois conseguiram isolar L. infantum no sémen destes animais.
Neste estudo, trés cdes machos da raca Beagle foram experimentalmente inoculados com L.
infantum. Apds a infecgdo ser confirmada por métodos soroldgicos, exame direto e cultura do
aspirado de linfonodos, o sémen foi coletado e cultivado em meio NNN (Novy-MacNeal-
Nicolle).

Além do isolamento de L. infantum no sémen canino (RIERA & VALLADARES,
1996), varios outros estudos demonstram que o parasito tem tropismo pelo sistema genital
masculino de cées (DINIZ et al., 2005; AMARA et al., 2009; BENITES et. al., 2011)
desencadeando uma resposta imune local (BENITES et al.,, 2011) e favorecendo o
aparecimento de L. infantum no sémen destes animais (DINIZ et al., 2005).

Cées machos naturalmente infectados por L. infantum apresentam auséncia de
alteracbes macroscopicas em 6Orgdos do sistema genital, porém histologicamente possuem
lesbes (AMARA et al., 2009). Estas lesGes sdo caracterizadas por reacdes inflamatorias
crénicas em todos os 6rgaos deste sistema (OLIVEIRA, 2013), além de atrofia degenerativa
do epitélio seminifero (PIZARRO et al., 1989; DINIZ et al., 2005; AMARA et al., 2009),
fibrose com adelgacamento do epitélio epididimario (AMARA et al., 2009), prostatite (MIR
et al., 2012) e azoospermia (DIAZ et. al., 1982).

Além destas lesGes nos 6rgaos genitais internos, amastigotas de L. infantum tem sido
relatadas na glande de cdo com tumor venéreo transmissivel (CATONE et al., 2003,
MARINO et al., 2012) e prepucio (DINIZ et al., 2005) desencadeando nestas areas uma
reacdo inflamatéria com predominio de macréfagos. Estes estudos reforcam a possibilidade
da ocorréncia da transmissdo sexual da LV. Por outro lado, surge o questionamento se a
transmissdo da doenca ocorre pelo sémen contaminado ou pela transferéncia de amastigotas
de L. infantum originadas da genitalia externa do macho durante o momento da copula
sabidamente traumaético na espécie canina (SILVA et al., 2009a).

Em cadelas, a dermatite vulvar foi a Unica lesdo importante sugerindo que L. infantum
ndo tem um tropismo para o sistema genital feminino de cdes (SILVA et al., 2008). Por outro

lado, outros estudos demonstraram que todos os 6rgaos do sistema genital feminino de cées
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naturalmente infectados por L. infantum, a excecdo dos ovérios, apresentam lesGes, havendo
inclusive uma elevada carga parasitaria em todos estes 6rgdos (ROSYPAL et al., 2005;
OLIVEIRA, 2013). Desta forma, o parasito tem tropismo por 6érgdos do sistema genital
masculino (DINIZ et al., 2005) e feminino (OLIVEIRA, 2013) de cées.

Em condi¢cbes experimentais de auséncia de vetor bioldgico, cadelas livres de L.
infantum copularam com cées naturalmente infectados resultando em 25% de cadelas
sorologicamente positivas para Leishmania spp. e 50% positivas por PCR (Silva et al.,
2009a). Silva et al. (2009a) sugeriram que a transmissdo sexual era unidirecional apesar de
néo terem realizado o experimento no sentido inverso. No entanto, Rosypal & Lindsay (2005)
demonstraram que em camundongos BALB/C, fémeas experimentalmente infectadas com L.
infantum e comprovadamente positivas por PCR e sorologia transmitiram a infeccao a machos
com 0s quais conviviam.

Transmissdo vertical da LV

A transmisséo vertical da LV em humanos foi relatada em criangas nascidas de maes
infectadas em areas endémicas (LOW & COOKE, 1926; BLANC & ROBERT, 1984). Por
outro lado, esta via de transmissdo é teoricamente suportada nos cdes pelo achado de L.
infantum no Uatero gravidico (ROSYPAL et al., 2005), fluidos e tecidos de fetos
(CARACAPPA et al., 2000), trofoblasto placentario (DUBEY et al., 2005) e 6rgéos de filhotes
nascidos de mées infectadas (PANGRAZIO et al., 2009).

O primeiro relato de transmissdo vertical da LV em cdes foi feito por Mancianti &
Sozzi (1995) que isolaram L. infantum em amostras de figado, baco e linfonodo de um recém-
nascido proveniente de uma cadela infectada. No intuito de demonstrar esta via de
transmissdo, Andrade et al. (2002) utilizaram 63 filhotes provenientes de 18 cadelas com LV
para detectar a presenca do parasito por meio de exames parasitoldgico, histopatologico e
PCR em amostras de baco, figado, linfonodos e medula 6ssea. Nenhum teste realizado nos
filhotes foi positivo, ndo sendo possivel, desta forma, confirmar a transmissdo vertical da
doenca. Contudo, varios outros estudos mais recentes demonstram que este tipo de
transmissdo pode ocorrer na espécie canina (MASUCCI et al., 2003; DUBEY et al., 2005;
ROSYPAL et al., 2005; GIBSON-CORLEY et al., 2008; PANGRAZIO et al., 2009; SILVA et
al., 2009b; FREEMAN et al., 2010; BOGGIATTO et al., 2011; NAUCKE & LORENTZ,
2012).

A transmissibilidade de L. infantum a partir de mées infectadas para seus filhotes
parece ndo ter correlagdo entre as condic@es clinicas das maes durante a prenhez. A infec¢éo,

nestes casos, raramente desencadeia o aparecimento de sinais clinicos no primeiro més de
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vida de cdes (MASUCCI et al., 2003). A passagem do parasito da mée para os filhotes durante
a gestacdo pode ser por via transplacentaria, uma vez que o DNA do parasito ja foi detectado
via PCR no utero gravidico (ROSYPAL et al., 2005), bem como, amastigotas de L. infantum
ja foram observadas em trofoblasto placentario (DUBEY et al., 2005).

Assim como filhotes nascidos de mées infectadas dificilmente apresentam sinais
clinicos (MASUCCI et al., 2003), histologicamente também ndo sdo observadas lesGes
compativeis com LV em orgdos de fetos caninos provenientes de maées infectadas
(PANGRAZIO et al., 2009). Neste estudo, embora ndo tenha havido alteracdes estruturais em
orgdos como figado, baco, linfonodo, medula dssea, rins e coracdo, foi possivel observar
amastigotas do parasito em todos os 6rgdos, a exce¢do dos rins e coracdo (PANGRAZIO et
al., 2009). Da mesma forma como descrito por Masucci et al. (2003), foi observado que nado
ha diferenca no potencial de transmissdo da LV quando comparadas cadelas prenhes
sintométicas com assintomaticas, sendo possivel observar também uma alta frequéncia de
transmissao transplacentaria (PANGRAZIO et al., 2009).

Por sua vez, outros relatos demonstraram a infec¢éo por L. infantum em natimortos ou
em recém-nascidos provenientes de cadelas naturalmente infectadas (GIBSON-CORLEY et
al., 2008; FREEMAN et al., 2010; BOGGIATTO et al., 2011). Além disso, filhotes nascidos
de cadelas naturalmente infectadas apresentam respostas proliferativas de células T CD4"
especificas para L. infantum, o que sugere uma resposta imunitaria especifica para o parasito
(BOGGIATTO et al., 2011).

A resisténcia a leishmaniose esta associada com uma intensa resposta do tipo Thl. Por
outro lado, a imunossupressdo € necessaria para evitar reacGes imunitarias contra antigenos
fetais durante a prenhez. Portanto, a alteracdo que ocorre naturalmente no padrao de resposta
imunoldgica durante a prenhez do tipo Thl para o tipo Th2 pode aumentar a severidade da
doenca na mée, bem como o risco de transmissdo vertical da LV (ROSYPAL et al., 2005).

A prevaléncia da LV entre cées da raga Foxhounds nos Estados Unidos é, talvez, a
situacdo mais notavel em que a transmissdo sexual e vertical possivelmente desempenham um
papel importante na manutencdo da doenca numa area ndo endémica (PETERSEN, 2009). A
LV é um problema emergente entre algumas racas de cdes neste pais, em particular no caso de
cdes desta raga, que tem uma prevaléncia estimada com base em PCR em tempo real, superior
a 20% (BOGGIATTO et al., 2011). Esta situagdo ocorre em uma area onde nao foi possivel
determinar se as espécies de flebotomineo la presentes sdo vetores bioldgicos competentes
para L. Infantum. Portanto, elas ndo podem ser responsabilizadas pela manutenc¢édo da doenga

nesta raca em particular. Assim, a forma como L. infantum esta sendo transmitida em caes nos
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Estados Unidos € atualmente desconhecida, mas é provavel que seja devido a transmisséo
sexual e vertical (PETERSEN & BARR, 2009).
Transmissao hematdgena ndo vetorial

A transfusdo sanguinea € uma pratica comum e rotineira na medicina veterinaria em
casos de anemia e hemorragia (HOSGOOD, 1990). Assim, ha um risco muito alto de
transmissdo de agentes infecciosos, particularmente protozoérios, devido aos seus longos
periodos de incubacdo, persisténcia subclinica em animais infectados e probabilidade de
permanecerem viaveis em estoques sanguineos (OWENS et al., 2001, TABAR et al., 2008).

Casos de transmissdo da LV através de transfusdo sanguinea foram documentados em
cdes, onde animais de diversas ragas receberam sangue de doadores da raga English
Foxhounds (OWENS et al., 2001). Neste estudo, os autores ndo aconselharam o uso de caes
desta raca como doadores de sangue na América do Norte devido a uma alta prevaléncia da
LV entre estes animais.

Na Espanha, Tabar et al. (2008) detectaram a presenca de DNA de L. infantum via
PCR em tempo real em 19,6% de amostras provenientes de um banco de sangue canino de
uma area endémica, demonstrando, desta forma que, a infeccdo por L. infantum é comum
entre cdes doadores de sangue nestas areas. Além disso, hamsters (Mesocricetus auratus)
inoculados com sangue e suspensdo de mondcitos provenientes de cdes naturalmente
infectados por L. infantum desenvolveram a infec¢do e os sinais clinicos 6 meses apos a
inoculacdo (DE FREITAS et al., 2006). Desta forma, estes resultados sugerem que 0S
doadores de sangue devem ser monitorados de forma rigorosa e periodicamente para infeccao
por L. infantum, para evitar a disseminacdo da doenca por meio de transfusdo de sangue (DE
FREITAS et al., 2006).
Transmissao por vetores alternativos

A capacidade vetorial de outros artrépodes pode ser favorecida pelas caracteristicas
epidemioldgicas da LV que permitem a estreita associagdo dos ectoparasitos com 0s cédes
infectados (COUTINHO et al., 2005), reafirmando a teoria de Sherlock (1964), a qual indica
qgue a transmissdo poderia ser feita provavelmente por outros vetores, na auséncia de
flebotomineo. Dentre estes possiveis vetores alternativos, destacam-se o0 carrapato
Rhipicephalus sanguineus e a pulga Ctenocephalides felis felis (COUTINHO et al., 2005;
COUTINHO & LINARDI, 2007; MORAIS et al., 2013).

A hipotese de transmissdo da LV em cées por carrapatos foi estudada na Franca no
inicio do século XX, onde Blanc e Caminopteros (1930) infectaram experimentalmente R.

sanguineus, os quais foram capazes de manter L. infantum viaveis. Por outro lado, nos EUA,
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foi demonstrado que tais carrapatos, em condi¢cdes experimentais, podem ingerir L. infantum
alimentando-se normalmente em um céo infectado. As amastigotas ingeridas durante o
repasto sanguineo podem evoluir para promastigotas e sobreviver durante varias semanas no
intestino deste ectoparasito (MCKENZIE, 1984).

No Brasil, a infectividade de L. infantum encontrada nos carrapatos foi comprovada
por meio de inoculagdo experimental de macerados de carrapatos positivos em hamsters (M.
auratus) (COUTINHO et al., 2005).

Mais recentemente foi detectado kDNA em glandula salivar de R. sanguineus
coletados de cdes soropositivos para Leishmania sp (DANTAS-TORRES et al.,2010a). Além
disso, 0 DNA do parasito ja foi encontrado em cées e em carrapatos que estavam parasitando
estes animais (MORAIS et al, 2013). Estes resultados, porém, ndo comprovam a capacidade
vetorial desta espécie, uma vez que ainda ndo foi comprovada a manutencdo do ciclo
epidemioldgico do parasito e a transmissibilidade para os cdes. Por outro lado, Dantas-Torres
et al. (2010b) infectaram teledginas de R. sanguineus com promastigotas de L. infantum e os
ovos e larvas destas fémeas foram positivas por PCR, indicando que o parasito se mantém no
carrapato em diferentes fases.

A pulga da espécie C. felis felis também tem sido alvo de pesquisas devido a sua
provavel participacdo na epidemiologia da LV (COUTINHO & LINARDI, 2007, FERREIRA
et al., 2009), porém com menos fundamento cientifico que o carrapato. Nestes dois estudos,
pulgas colhidas de cdes naturalmente infectados por L. infantum foram maceradas e
inoculadas por via intraperitoneal ou oral em hamsters (M. auratus). Em ambos os estudos, 0s
hamsters se tornaram positivos em exames moleculares e soroldgicos. Por outro lado, a
possibilidade de transmisséo oral de L. infantum por pulgas néo pode ser comprovada devido
a possibilidade de reacGes cruzadas entre as espécies de Leishmania e Leptomonas nos testes
utilizados (PCR e Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta) (COUTINHO & LINARDI, 2007).

CONCLUSAO

Embora até o presente momento as politicas publicas de controle levem em
consideracdo apenas a transmissdo da LV por flebotomineos, outras vias podem ter
importancia epidemiolGdgica, particularmente em areas livres de vetores biolégicos. Dentre 0s
modos de transmissdo pesquisados atualmente, destacam-se a via sexual e a via vertical.
Outros vetores bioldgicos como ectoparasitos de cdes ainda necessitam de confirmacao

quanto ao papel que desempenham no ciclo de propagagdo da doenca. Quanto a transfusao
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sanguinea, faz-se necessario rigoroso monitoramento de cdes doadores de sangue para

prevenir a infecc¢do por L. infantum.
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RESUMO

Leishmaniose visceral (LV) é causada pelo protozoario Leishmania infantum. A
transmissdo deste parasito para hospedeiros é principalmente vetorial. No entanto, rotas
alternativas de infeccdo tém sido investigadas, especialmente em areas onde o vetor bioldgico
estd ausente. O periodo exato de infeccdo e se a transmissdo in utero ocorre ainda ndo esta
totalmente elucidada. Este estudo demonstra uma evidéncia molecular da transmisséo vertical
de L. infantum de uma cadela prenhe para o embrido. As amostras (vulva, vagina, cérvix,
corpo do utero, corno do Utero e ovarios) de uma fémea naturalmente infectada por L.
infantum e de seu embrido foram analisados molecularmente por meio de qPCR e cPCR,
seguido de sequenciamento de DNA. A estimativa da idade gestacional foi de 23+1 dia. Na
gPCR, a presenca de DNA de L. infantum foi detectado em todas as amostras (n=7)

analisadas, incluindo o embrido. No entanto, na PCR convencional, apenas quatro amostras
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(vagina, cérvix, corpo do utero e embrido) foram positivas. Este estudo demonstrou que a
transmisséo de L. infantum de uma cadela prenhe para o embrido pode ocorrer nos primeiros
dias de prenhez. Em conclusdo, de acordo com o conhecimento dos autores, este € o primeiro

relatorio evidenciando infeccdo de embrido canino por L. infantum.

Palavras-chave: leishmaniose, céo, infecgéo vertical, embri&o.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by the protozoon Leishmania infantum.
Transmission of this parasite to hosts occurs mainly through the bite of infected sand flies.
However, alternative infection routes have been hypothesized, especially in areas where the
biological vector is absent. The exact time of infection and whether in utero transmission
occurs have still not been fully elucidated. This report demonstrates molecular evidence of
vertical transmission of L. infantum from a pregnant dog to the embryo. Samples (e.g. vulva,
vagina, cervix, uterine body, uterine horn and ovaries) from a female naturally infected by L.
infantum and from her embryo were molecularly analyzed by means of gPCR and cPCR
followed by DNA sequencing. The gestational age was estimated to be 231 day. Through
gPCR, the presence of L. infantum DNA was detected in all the samples analyzed (n=7),
including the embryo, conversely through cPCR, only four samples (vagina, cervix, uterine
body and embryo) were positive. This study demonstrated that transmission of L. infantum
from a pregnant dog to the embryo might occur in the early days of pregnancy. In conclusion,

this is the first report showing L. infantum infecting a canine embryo.

Key words: leishmaniasis; dog; vertical infection; embryo.
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A leishmaniose visceral (LV) é uma importante doenca parasitaria que afeta
mamiferos e € transmitida principalmente por vetores pertencentes a sub-familia
Phlebotominae. No entanto, rotas alternativas de transmissao entre os cdes tém sido propostas
na LV (OLIVEIRA et al., 2015). Por exemplo, o envolvimento de carrapatos na transmissao
da Leishmania infantum, especialmente Rhipicephalus sanguineus, foi demonstrado pela
primeira vez na Franca em 1930, através da observacdo da capacidade desses carrapatos em
transmitir mecanicamente o protozoario para roedores (BLANC & CAMINOPETROS, 1930).
Da mesma forma, o papel potencial das pulgas tém sido avaliado (FERREIRA et al., 2009),
mas o real papel desses ectoparasitos na epidemiologia da L. infantum continua a ser uma
questdo controversa.

Além disso, ao longo dos ultimos anos, as transmissdes venérea e vertical deste
protozoario foram demonstradas como possiveis vias de infeccdo, especialmente em areas
onde os vetores biologicos estdo ausentes (OLIVEIRA et al., 2015). Esta hipotese é suportada
pela recuperacdo de formas viadveis de Leishmania spp. no sémen de cées infectados (SILVA
et al., 2009a). Reforcando esta tese, foi demonstrado que este tipo de infeccdo relatado acima
pode ocorrer entre um macho infectado e uma fémea néo infectada (SILVA et al., 2009b).

Por outro lado, embora a transmissdo vertical em humanos tenha sido demonstrada ja
muito tempo (LOW & COOKE, 1926), este evento ainda ndo foi completamente elucidado
em cdes. De fato, até agora, todos os casos de transmissdo vertical relatados na literatura
cientifica ttm descrito a transmissdo entre a fémea e o feto ou filhotes recém-nascidos
(NAUCKE & LORENTZ 2012). O tempo exato da infecg&o e se a transmissao ocorre in utero
permanecem desconhecidos. Portanto, o objetivo deste relatorio foi fornecer evidéncia
molecular da transmisséo vertical de L. infantum de uma cadela prenhe para o embrido nos

estagios iniciais da prenhez.
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Uma cadela de raca mestica naturalmente infectada por L. infantum diagnosticada pelo
teste de imunofluorescéncia (IFAT>40) e exame parasitologico da medula 6ssea (RAMOS et
al., 2013) foi usado neste estudo. Este animal veio do Centro de Controle de Doencas
Zoonoticas da cidade de Caruaru (8 ° 16'59 S e 35 ° 58'33" W), no estado de Pernambuco,
Brasil.

Durante a necropsia, foi possivel observar que o animal estava em fase precoce de
prenhez. Por conseguinte, todo o trato reprodutor foi cuidadosamente removido, colocado em
um frasco de plastico estéril e enviados para o laboratorio. Posteriormente, o Utero foi aberto e
cinco embrides foram encontrados. Fragmentos da vulva, vagina, colo do Utero, corpo do
utero, trompa uterina e ovarios e de um embrido foram coletados e armazenados em tubos de
plastico estéreis para processamento molecular.

O DNA gendmico do material coletado foi extraido utilizando-se o0 DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen® Hilden-Germany), de acordo com as instrugdes do fabricante. Todos os
procedimentos foram realizados utilizando micropipeta com filtro para evitar a contaminacéo.

A reacdo para deteccdo de DNA de L. infantum foi realizada utilizando-se os primers
LEISH-1 (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3") e LEISH-2 (5°-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’) e a sonda TagMan-MGB probe (FAM- 5’-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’- non-fluorescent quencher-MGB) descritos por Francino et
al. (2006).

Cada reacao (12,5ul) continha 6,25ul de Tagman® Universal PCR Master Mix, cada
primer na concentragcdo de 900nM, sonda na concentragdao de 200nM, e 50ng de DNA molde.

O protocolo de amplificagdo constituiu-se de uma desnaturacgéo inicial de 95°C por 3
min seguidas de 42 ciclos de desnaturacdo (95°C por 10 seg) e anelamento-extensdo (60°C
por 30 seg). Todos os ensaios foram conduzidos em duplicata contendo em cada bateria de
reacdo controle negativo (DNA de cdo proveniente de area ndo endémica) e positivo (DNA
proveniente de cultura in vitro de L. infantum).

As amostras positivas em qPCR foram novamente testadas por meio de cPCR usando
0S primers MC1 (5'GTTAGCCGATGGTGGTCTTG3 ) e MC2
(5'CACCCATTTTTCCGATTTTG3') (CORTES et al., 2004). Os amplicons (embrido e corpo
uterino) foram, em seguida, purificados utilizando Qiaex Il kit (Qiagen®, Hilden, Germany) e
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sequenciados em ambas as direc¢des por meio de método de Sanger (Sanger et al., 1977) em
sequenciador automatico (ABI-3130; Applied Biosystems). Identificacdo da sequéncia de
DNA foi determinada por compara¢fes com sequéncias disponiveis no GenBank®, utilizando
a ferramenta de busca de BLASTn (Altschul et al., 1990).

Com base nas caracteristicas macroscopicas do sistema reprodutivo (edema uterino) e
morfologia do embrido (embrido em forma de C), a idade gestacional foi estimada em 23 =+ 1
dia. O embrido tinha 1 cm de comprimento e foi particularmente caracterizada pela presenca
de brotos de membros anteriores e posteriores.

Através qPCR, a presenca de DNA de L. infantum foi detectado em todas as amostras
analisadas (n = 7), incluindo o embrido. Por outro lado, através cPCR, apenas quatro amostras
foram positivas (vagina, colo, corpo do Utero e embrido). A busca por homologia na base de
dados GenBank® mostraram similaridade de 98-99% (para ambas as sequéncias) com
sequéncias de DNA de L. infantum. As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas em
GenBank® sob os nimeros de adesdo KT735370 e KT735371.

Este relatorio fornece evidéncia molecular de transmissdo vertical in utero de L.
infantum de uma cadela prenhe para o embrido nos primeiros dias de gestacdo. Ao longo dos
ultimos anos, o papel vetorial de invertebrados na transmissdo de L. infantum entre os
mamiferos tem sido estudado; no entanto outras vias potenciais de infeccdo foram
especuladas. Em cdes, tem sido sugerido que esta transmissdo pode ocorrer através da
transfusdo de sangue (OWENS et al., 2001), e através de vias venéreas e verticais
(OLIVEIRA et al., 2015). Na verdade, a transmissdo vertical nestes carnivoros domésticos foi
demonstrada pela primeira vez na lItalia, onde parasitos foram isolados a partir do figado, baco
e linfonodos de filhotes recém-nascidos (MANCIANTI & SOZZI, 1995). No entanto, esta via
de infeccdo permaneceu controversa por um longo tempo e varios autores afirmaram que esta
era uma via de transmissdo incomum. Por exemplo, um estudo anterior conduzido em uma
area endémica brasileira, em que foram analisadas 63 filhotes de 18 cédes naturalmente
infectados, concluiu-se que L. infantum n&o foi transmitida verticalmente, uma vez que, no
final do estudo, todos os cachorros foram negativos em exame molecular (ANDRADE et al.,
2002). Por outro lado, mais recentemente, esta via de transmissdo foi demonstrado no Brasil
(SILVA et al., 2009a), nos EUA (BOGGIATTO et al., 2011) e na Alemanha (NAUCKE &
LORENTZ, 2012). No entanto, todos os casos de transmisséo vertical relatados na literatura
cientifica até agora descrevem transmissdo entre fémeas e fetos ou filhotes recém-nascidos,

mas nunca de um embrido.
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Este é o primeiro relato de deteccdo de DNA L. infantum em um embrido com idade
de 23 + 1 dias. Neste estudo, a retirada do embrido diretamente do Gtero impediu o contato
com o canal vaginal, reduzindo assim a possibilidade de contaminacdo. Com efeito, DNA L.
infantum ja foi detectado no utero de uma fémea prenhe (ROSYPAL et al., 2005), e formas
amastigotas foram observados no trofoblasto da placenta (DUBEY et al., 2005). Tem sido
demonstrado que a circulagdo de parasitos no sangue da fémea para a placenta e anexos
permite a passagem de L. infantum para o feto (SILVA et al., 2009a).

O tempo exato da infeccdo da transmissao vertical ainda € desconhecida. Com base
nas conclusdes deste relatdrio, a passagem de L. infantum de uma fémea para o embrido pode
ocorrer nos primeiros dias de prenhez. Por conseguinte, esta via de transmissdo necessita ser
levada em consideracao no que se diz respeita a propagacao da infeccdo em cées. Finalmente,

esta € a primeira detec¢do de L. infantum infectando um embrido canino.
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RESUMO

Na prospeccdo de possiveis agentes contra doengas negligenciadas tais como as
leishmanioses, diversos compostos tiazolicos apresentam-se como candidatos promissores,
sendo conhecidos por apresentarem atividade contra parasitos tripanosomatideos. Desta
forma, este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de compostos tiazélicos sobre
Leishmania infantum, agente etioldgico da leishmaniose visceral. Para tal, foram avaliados os
efeitos de 10 compostos tiazolicos, sendo 5 tiazoacetilpiridinas (TAPs-01; 04; 05; 06; 09) e 5
tiazopiridinas (TPs-01; 04; 05; 06; 09) sobre formas promastigotas e amastigotas de L.
infantum além da citotoxicidade em macréfagos peritoneais de camundongos BALBI/c.
Anélises ultraestrurais foram realizadas para identificar possiveis alvos intracelulares do
composto mais eficaz sobre formas promastigotas. Para buscar rotas que esclarecam o
possivel mecanismo de acdo dos compostos sobre as formas amastigotas intracelulares, foi
realizada a dosagem de Nitrito. Os dez compostos inibiram o crescimento de formas
promastigotas e apresentaram baixa citotoxicidade, sendo mais seletivos para o parasito que
para as células de mamifero. Todos os compostos testados foram capazes de diminuir a
infeccdo dos macrofagos. Houve diminuigdo significativa do indice de sobrevivéncia das
formas amastigotas quando comparados com as células ndo tratadas, sendo a TAP-04 a que

apresentou o melhor indice. O composto TAP-04 induziu alteragbes ultraestruturais
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indicativas de morte celular por apoptose. Nenhum dos grupos de macrofagos infectados com
L. infantum e posteriormente tratados apresentaram aumento na liberagéo de nitrito. Por fim, a
baixa toxicidade as células de mamiferos e a atividade leishmanicida apresentadas
demonstram gue o planejamento de drogas baseados nos nucleos tiossemicarbazona, tiazol e

piridina sdo promissores para o tratamento da LV.

Palavras-chave: Quimioterapia; ultraestrutura; citotoxicidade; leishmaniose

ABSTRACT

In the prospection of possible agents against neglected diseases such as leishmaniasis, several
thiazole compounds are presented as promising candidates and are known to have activity
against trypanosomatid parasites. Thus, this work aimed to evaluate the effects of thiazole
compounds on Leishmania infantum, etiological agent of visceral leishmaniasis. For this, the
effects of 10 thiazole compounds, 5 thiazoacetylpyridines (TAPs-01; 04; 05; 06; 09) and 5
thiazopyridines (TPs-01; 04; 05; 06; 09) on promastigote and amastigote forms of L. infantum
and the cytotoxicity in peritoneal macrophages of BALB/c mice were evaluated.
Ultrastructural analyzes were performed to identify possible intracellular targets of the most
effective compound on promastigote forms. In order to observe routes that can clarify the
possible mechanism of action of the compounds on the intracellular amastigote forms, the
Nitrite dosage was performed. All compounds inhibited the growth of promastigote forms and
presented low cytotoxicity, being more selective to the parasite than to mammalian cells. All
compounds tested were able to decrease macrophage infection. There was a significant
decrease in the survival rate of the amastigote forms when compared to the untreated cells,
with TAP-04 presenting the best index. TAP-04 compound induced ultrastructural changes
that are relted to cell death by apoptosis. None of the macrophage groups infected with L.
infantum and subsequently treated showed increased nitrite release. Finally, the low toxicity
to mammalian cells and the leishmanicidal activity observed demonstrate that the synthesis of
drugs based in thiosemicarbazone nucleus, thiazole and pyridine derivatives are promising to
the treatment of VL.

Key words: Chemotherapy; ultrastructure; cytotoxicity; leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma importante zoonose parasitaria (COSTA,
2008) causada pelo protozoario Leishmania infantum (SHAW, 1994) e tem 0s cdes como 0S
principais reservatérios do parasito no ambiente urbano no Brasil (DINIZ et al., 2008). A
transmissdo da LV entre mamiferos é essencialmente vetorial (OLIVEIRA et al., 2015),
embora existam hipoteses de transmissdo direta de cdo a cdo, como a transmissao vertical
transplacentaria em cadelas (NAUCKE & LORENTZ, 2012), bem como a transmissédo
venérea (SILVA et al., 2009).

Apesar da existéncia de diversos protocolos de tratamento da LV em cdes (REGUERA
et al., 2016), a administracdo dos antimoniais pentavalentes, miltefosina e alopurinol sdo os
medicamentos de primeira linha no combate ao parasito. Estes farmacos desencadeiam
diversos efeitos colaterais, sdo de dificil administracdo e podem levar a resisténcia do parasito
ao tratamento (YASUR-LANDAU et al., 2016) fazendo com que o tratamento seja longo,
tedioso e desagradavel para cdes e tutores. Estas drogas podem potencializar ainda mais 0s
danos renais associados a doenca (REGUERA et al., 2016). Desta forma, alternativas foram
introduzidas no tratamento de casos resistentes ao antimoniais como a pentamidina ou a
anfotericina B em formulacdo liposomal. No entanto, estas drogas possuem alto custo e
também apresentam toxicidade ao hospedeiro (CHAKRAVARTY & SUNDAR, 2010).
Diante deste panorama € evidente a necessidade de novas alternativas para o tratamento

contra a LV em caes, através da utilizacdo de drogas mais seguras e eficazes.

Entre outros grupos quimicos explorados para atividades anti-protozoaria, destacam-se
as tiossemicarbazonas (BHARTI et al., 2004). Em acréscimo, a ciclizacdo da
tiossemicarbazona em tiazol e a condensacdo do anel piridinico com esta molécula gerada tém
sido demonstradas desempenhando atividade tripanocida (CARDOSO et al., 2014). Os tiazois
sdo uma importante classe de compostos heterociclicos que apresentam um amplo espectro de
atividade bioldgica, tais como atividades antitumoral (POPSAVIN et al., 2012), antibacteriana
(LU et al., 2012), anti-inflamatoria (SHAFI et al., 2012), antichagasico (NAVARRETE-
VAZQUEZ et al, 2011) e leishmanicida (NAVA-ZUAZO et al., 2014). Tem sido
demonstrado, que enzimas cisteino-proteases de L. infantum s&o identificadas como alvos de
compostos tiazolicos (UEDA-NAKAMURA et al., 2001; CARDOSO et al., 2014). Estas

enzimas desempenham importantes fungdes em Leishmania como na viruléncia, manutengéo
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da viabilidade e da morfologia do parasito, invasdo do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
do hospedeiro e a modulacao de sua resposta imunoldgica (MOTTRAM et al., 2004).

Desta forma, observando o potencial leishmanicida de novos derivados tiazolicos, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade bioldgica in vitro de uma série de tiazois sobre

L. infantum.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DERIVADOS TIAZOLICOS - Foram utilizados cinco derivados tiazélicos da série de
tiazopiridinas (TP) e cinco da serie de tiazoacetilpiridinas (TAP). Sdo eles, N-(2-metil-
piridina)-N"-(feniltiazol-2-il)-hidrazina (TP-01); N-(2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-
2-il)-hidrazina (TP-04); N-(2-metil-piridina)-N"-(P-fluorofeniltiazol-2-il)-hidrazina (TP-05);
N-(2-metil-piridina)-N"-(p-anisaltiazol-2-il)-hidrazina (TP-06); N-(2-metil-piridina)-N"-(3,4-
diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina (TP-09); N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(feniltiazol-2-il)-
hidrazina  (TAP-01);  N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-2-il)-hidrazina
(TAP-04); N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(P-fluorofeniltiazol-2-il)-hidrazina (TAP-05); N-
(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-anisaltiazol-2-il)-hidrazina (TAP-06) e N-(1-metil-2-metil-
piridina)-N"-(3,4-diclorofeniltiazol-2-il)-hidrazina (TAP-09)]. A metodologia de sintese
destes compostos foi realizada a partir de reagentes quimicos de alto grau de pureza descrita
por CARDOSO et al. (2014) (Figura 1).

2.2 PARASITOS- Formas promastigotas de L. infantum (Cepa BH 46) foram mantidas a 26°
C em meio Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
utilizadas na fase exponencial de crescimento. As formas amastigotas foram obtidas a partir
da inoculacdo de formas promastigotas infectivas em culturas de macrofagos peritoneais de

camundongos BALB/c.

2.3 ANALISE DA CITOTOXICIDADE EM CELULA DE MAMIFERO- Macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c tratados ou ndo com diferentes concentragdes (2,78;
5,56; 11,12; 22,25; 44,5 uM) dos compostos foram avaliados quanto a sua viabilidade pelo
método de Ensaio de Viabilidade Celular Luminescente CellTiter-Glo®. As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos (10° células/mL). Ap6s 48h de tratamento ou ndo com 0s
compostos foi possivel determinar a concentragcdo citotoxica para 50% dos macrofagos
peritoneais (CCsp). A citotoxicidade dos compostos para macrofagos peritoneais e sua

atividade contra formas promastigotas foram comparadas para determinar o indice de
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seletividade (I1Se/pro = CCsy de macrdfagos / ICsy de formas promastigotas). Todos 0s
experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os padrBes éticos da
Fundacdo Oswaldo Cruz e aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal
(CEUA- FIOCRUZ L-039/12).

24 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE O CRESCIMENTO DE FORMAS
PROMASTIGOTAS - Formas promastigotas de L. infantum foram cultivadas em meio
Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de SFB a uma concentragio de 1x10° células
/mL. Apoés a diluicdo, as células foram incubadas na presenca de diferentes concentragdes
(2,78-44,5 uM) dos compostos por 48 horas para determinar a concentracdo que inibe 50% do
crescimento dos parasitos (ICse/pro). O crescimento da cultura foi acompanhado através de
Ensaio de Viabilidade Celular Luminescente CellTiter-Glo®. Células incubadas apenas com o
meio Schneider’s foram utilizadas como controle. Cada teste foi feito em 3 experimentos

independentes em triplicata.

2.5 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE FORMAS AMASTIGOTAS - Macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c, mantidos em meio RPMI -1640 (Sigma-Aldrich, Co.,
St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de SFB, foram cultivados em placas de 24
pocos contendo laminula (10° cel/mL). Os macréfagos foram mantidos em estufa a 37°C e
5% de CO; por 2 horas para adesédo e depois infectados com formas promastigotas utilizando
uma razdo 1:15 parasito/célula a 37 °C durante 14 h. Os parasitos ndo interiorizados foram
removidos por lavagem e a cultura foi incubada na presenca ou auséncia dos compostos
selecionados pelos testes anteriores (TAP-01, TAP-04, TAP-06), nas concentragdes de 0,25,
0,5 e 1 pg/mL, por 24 horas. As laminulas foram coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, Co.,
St. Louis, MO, USA). A concentracdo capaz de inibir em 50% a infec¢do dos macréfagos por
formas amastigotas (ICso/ama) foi estimada a partir da contagem direta das formas
amastigotas intracelulares/100 células infectadas, através de microscopia de luz convencional.
O indice de sobrevivéncia (ISo) foi determinado multiplicando-se 0 nimero de formas

amastigotas pelo namero de macréfagos infectados.

2.6 ANALISE ULTRAESTRUTURAL - Para a identificacio de possiveis alvos intracelulares
da acdo da droga e provaveis efeitos deletérios dos compostos sobre a membrana do parasito,
analises ultraestruturais através de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e de
varredura (MEV), respectivamente, foram realizadas. Para MET, formas promastigotas L.

infantum controles e tratadas com TAP-04 (1/2 1Cs, e 1Csp) por 48h, foram lavadas e fixadas
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por 60 min em uma solucgdo contendo 2,5% de glutaraldeido em tamp&o cacodilato de sddio
0,1M (pH 7,2) e pos-fixada por uma hora em uma solucéo contendo 1% de tetroxido de 6smio
(OsQy), ferricianeto de potassio 0,8%, CaCl, 5 mM em tampédo cacodilato 0,1M. Ap0s esta
etapa, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona, infiltradas e
incluidas em resina epoxy (Fluka Analytical). Cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de
espessura foram obtidos em ultramicrétomo (Leica EMUC6). Em seguida, foram contrastados
com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo para analise no microscopio de transmissao
Zeiss EM109B. Para a MEV, formas promastigotas tratadas e controles foram fixadas como
descrito acima e colocadas para aderir em laminulas previamente revestidas com poly-lysina.
Apo6s 20 minutos, as laminulas foram lavadas com PBS para retirada das células ndo aderidas
e pos-fixadas como descrito para MET. Em seguida as células foram lavadas em tampéo
cacodilato de soédio 0,1 M, desidratadas em séries crescentes de etanol e submetidas a
secagem através do ponto critico no Critical Point dryer HCP-2 (Hitachi), metalizadas com 20
nm de ouro no metalizador JFC-1100 (Jeol) e visualizadas através do microscopio eletrénico
de varredura JEOL T-200.

2.7 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO - Para analisar o efeito dos compostos sobre a
concentragdo de nitrito, 100 uLL do sobrenadante da cultura de macrofagos infectados tratados
ou ndo com os compostos por 24 horas foram incubados com 100 pL do reagente Griess (1%
sulfanilamida e 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto/2.5% H3PO,4) a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida com um filtro de 540 nm no
leitor de ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, PA, USA). A
concentracdo de nitrito foi determinada usando uma curva padrao de nitrito de sodio.

2.8 ANALISE DOS DADOS- As analises de regresséo linear foram feitas no programa SPSS
8.(IBM Co., Nova lorque, EUA) para Windows e as analises de significancia, considerando
significativo valores p < 0.05, foram realizadas através do teste ANOVA utilizando o

programa GraphPad Prism 5.(GraphPad, Califrnia, EUA) para Windows.
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3 RESULTADOS

3.1 CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS SOBRE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS BALB/C

Quando testados contra macrdfagos peritoneais, alguns compostos apresentaram efeito
citotoxico em concentragdes de CCsy proximos aos valores de 1Cso/pro determinados para L.
infantum. No entanto, o célculo do 1Se/pro demonstrou que todos os compostos foram mais
seletivos para o parasito na forma promastigota que para as células de mamifero. Dentre 0s
compostos que apresentaram melhores indices de seletividade, se destacam TAP-01
(1Se=12,73), TAP-04 (1Se=18,94) e TAP-06 (1Se=7,79) (Tabela 1).

3.2 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. infantum

A andlise inicial do efeito dos compostos revelou que todos eles foram capazes de
inibir o crescimento de formas promastigotas de L. infantum. Os valores de ICs estimados
variaram entre 0,42 e 22,55 uM (Tabela 1). Os compostos que foram mais efetivos, i.e. que
apresentaram menores concentragdes de 1Cso foram TAP-05 (0,42 + 0,03 uM), TAP-09 (2,73
+0,61 uM) e TAP-01 (3,57 £ 0,95 uM).

3.3 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE FORMAS AMASTIGOTAS DE L. infantum

Como as formas amastigotas sdo as responsaveis pela manifestacdo clinica da doenca,
0s compostos TAP-01, TAP-04 e TAP-06, os quais apresentaram maiores valores de I1Se para
promastigotas, foram escolhidos para os testes contra essa forma do parasito. Todos 0s
compostos foram mais efetivos contra formas amastigotas do que para formas promastigotas.
TAP-06 e TAP-04 foram cerca de sete vezes mais efetivos para formas intracelulares do
parasito do que para formas promastigotas, enquanto que para TAP-01 esta diferenca na
atividade do composto foi de aproximadamente trés vezes. Os valores de 1Cso/ama foram de
0,99, 0,43 e 0,59 uM, respectivamente. As diferencas na atividade dos compostos sobre as
formas amastigotas tiveram reflexo direto sobre os indices de seletividades destes para essas
formas correspondendo aos valores de 46,10, 137,37 e 59,05 para TAP-01, TAP-04 e TAP-
06, respectivamente. Desta forma, a TAP-04 se destaca por apresentar o0 melhor indice de
seletividade para formas amastigotas (Tabela 1). Para as trés concentracGes dos compostos
testadas (0,25, 0,5 e Ipg/mL) houve uma diminui¢do significativa (p<0,05) do ISo dos
parasitos no interior do macrofago quando comparados com as células ndo tratadas. TAP-04



85

foi o composto que apresentou as maiores taxas de inibicdo da viabilidade das formas
amastigotas no interior do macréfago. Na concentracdo de lug/mL a infeccdo dos

macrofagos foi praticamente abolida (Figura 2).

3.4 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Tendo em vista que o composto TAP-04 foi o que apresentou melhor atividade contra
as duas formas do parasito e também foi 0 menos tdxico, partiu-se para investigar possiveis
alvos intracelulares de acdo da droga bem como seus efeitos sobre a membrana celular do
parasito atraves da MET e MEV. Conforme observado por MET, as formas promastigotas
controle apresentaram morfologia caracteristica, com o nucleo bem preservado, ocupando a
parte mais central do citoplasma e cromatina associada com a membrana nuclear interna. Uma
Unica mitocdndria contendo cinetoplasto, regido onde se concentra 0 DNA mitocondrial (k-
DNA) é encontrada préximo a bolsa flagelar onde o flagelo emerge (Figura 3a).

As células tratadas com 1/2 ICsy apresentaram como principais caracteristicas um
inchaco na mitocdndria, além de intensa desorganizacdo das cristas mitocondriais e na regido
do cinetoplasto, desorganizacédo celular com deslocamento do ndcleo para a periferia da célula
e aumento dos perfis do reticulo endoplasméatico. Além destas alteragcdes, observa-se
desorganizacdo das cisternas do complexo de Golgi (Figuras 3b, c, d), com intensa
vesiculacdo desta organela. Estas alteracbes foram mais drasticas em células tratadas com
ICso/pro. Nestas células pode-se também observar alteracdo no volume dos acidocalcisomas e
dos depdsitos eletrondensos presentes nesta organela, perda do material da matriz
mitocondrial e do citoplasma compativel com possiveis danos na membrana plasmaética.
(Figura 3e, f).

A MEV mostrou uma forma promastigota controle caracteristica, apresentando um
corpo celular alongado e uma membrana integra (Figura 4a, b). As células tratadas com1/2
ICso/pro (Figura 4 c, d) apresentaram alteracbes na forma do corpo celular que assume uma
morfologia arredondada e perda do flagelo. Nas células mais drasticamente afetadas foi
possivel observar perda de volume celular com intenso enrugamento da membrana celular. No
entanto, ndo foi possivel observar a presenca de debris celulares nem de danos aparentes na

membrana das células, sugerindo uma morte celular por apoptose.
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3.5 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE A PRODUCAO DE NO

Tendo em vista o efeito dos compostos selecionados (TAP-01, TAP-04 e TAP-06)
sobre as formas amastigotas, foram feitas analises para saber se estes efeitos poderiam estar
relacionados a uma ativacdo da capacidade microbicida dos macrofagos, através da producédo
de NO. Desta forma foi realizada a dosagem de nitrito no sobrenadante de culturas infectadas
tratadas ou ndo com estas drogas. Os dados indicam que nenhum dos grupos de macrofagos
infectados com L. infantum e posteriormente tratados com as trés drogas apresentaram
aumento na producdo de NO quando comparados com o controle infectado ndo tratado. Nas
células tratadas com TAP-04 houve decréscimo significativo nas maiores concentracdes

testadas (Figura 5).
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4 DISCUSSAO

Diversos trabalhos tém demonstrado que os compostos derivados de tiazdis podem
apresentar uma importante atividade contra parasitos tripanossomatideos (PATRICK et al.,
2016; MOREIRA et al., 2013; ZELISKO et al., 2012; CHAN-BACAB et al., 2009). Para
avaliacdo do potencial leishmanicida de derivados tiazolicos, foi realizado um screening da
atividade bioldgica de dez compostos sobre formas promastigotas de L. infantum. Todos 0s
compostos foram capazes de inibir o crescimento de formas promastigotas. Porém, o
tratamento com TAP-01, TAP-04 e TAP-06 foram considerados mais eficazes por
apresentarem menores valores de ICso/pro e maiores indices de seletividade quando
comparados aos demais compostos sendo a TAP-04 o composto que apresentou maior
ISe/ama.

Para a série TP, comparando-se 0 composto-base sem substituinte (TP-01, <2,78 uM),
com 0s compostos substituidos, observa-se que dos compostos substituidos, apenas o TP-06
(OMe) apresentou atividade leishmanicida equivalente. Os compostos TP-04 (Br), TP-05 (F)
e TP-09 (CI) foram menos potentes que o TP-01. Para a série TAP, todos 0s compostos se
destacam pela sua alta atividade leishmanicida, obtendo-se melhores resultados com os
compostos TAP-05 (F, 0,42 uM) e TAP-09 (ClI, 0,99 uM), sendo o TAP-05 até 8 vezes mais
potente que o composto-base, sem substituinte (TAP-01, 2,73 uM). Para a série TAP, todos 0s
compostos se destacam pela sua alta atividade leshmanicida, sendo melhor que os compostos
da série TP. Tais resultados sdo muito semelhantes aos encontrados nas formas
tripomastigotas e epimastigotas do Trypanosoma cruzi (CARDOSO et al., 2014). Estes
autores identificaram que a série TAP apresentou excelente atividade inibitéria na cruzaina,
sendo maior que 0s compostos da série TP. Ambos os resultados demonstram a importancia
da metila para a atividade antichagasica e leishmanicida. De fato, a presen¢a de metilas na
estrutura quimica tende a melhorar a liposolubilidade, melhorando desta forma a
biodisponibilidade com consequente aumento na atividade biolégica dos compostos
(CARDOSO et al., 2014; ZELISKO et al., 2012).

De forma semelhante aos resultados aqui apresentados com compostos tiazolicos, foi
demonstrada uma potente atividade contra promastigotas de L. braziliensis de naftotiazois,
além de que, os compostos por eles testados reduziram o indice de sobrevivéncia de formas
amastigotas do parasito em macrofagos de mamiferos (TOLEDO et al., 2013).
Adicionalmente, estudos realizados por Nava-Zuazo et al. (2014) também demonstraram que

compostos contendo o anel tiazolico em sua estrutura foram capazes de inibir formas
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promastigotas de L. amazonensis. Tais resultados demonstraram que os compostos tiazolicos
possuem promissora atividade leishmanicida. Vale ressaltar que os compostos aqui estudados
sdo inéditos no estudo da atividade biologica in vitro sobre L. infantum.

Um importante critério na prospeccao de novos compostos com acdo leishmanicida é
que eles ndo sejam toxicos as celulas de mamiferos (BHARGAVA e SINGH, 2012). Portanto,
ndo somente o efeito dos compostos sobre o crescimento foi considerado como também foi
avaliado o potencial citotdxico destes sobre células de mamifero. A baixa toxidade de alguns
compostos em relacdo as células de mamifero quando comparado com drogas de referéncia
como o Glucantime (727,63 uM) (PALADI et al., 2012) teve um reflexo direto nos valores de
ISe/pro, os quais foram sempre mais seletivos para os parasitos do que para as células de
mamifero. Mesmo o composto com maior valor de CCsy entre os 10 aqui testados, TP-05
(109,67 uM), apresentou-se quase 7 vezes menos citotoxico em relacdo ao Glucantime. A
citotoxicidade em macrofagos peritoneais tratados com derivados tiazopiridinicos pode ser
atribuida a presenca do anel piridinico, uma vez que ja foi demonstrado que o grupamento
tiazol ndo é toxico e que o mesmo melhora a viabilidade celular das tiossemicarbazonas
através da funcionalizacdo da tiocarbonila a tiazol (CARDOSO et al., 2014).

O composto TAP-04 foi selecionado para analise da ultraestrutural por MET por
demonstrar maior seletividade ao parasito em detrimento da célula do hospedeiro. Apo6s 48h
de tratamento, foi possivel observar diversas alteracGes morfoldgicas nos parasitos de maneira
dose-dependente como completa desorganizacdo das cristas mitocondriais. Diversas drogas
tém como principal alvo de acdo a mitocondria (RODRIGUES E SOUZA, 2008;
AFFRANCHINO et al., 1989), sendo esta uma organela crucial para a sobrevivéncia de
diversos tipos celulares, em especial para os tripanossomatideos que possuem apenas uma
Unica mitocéndria. Alteracdes na mitocdndria de tripanosomatideos causadas por drogas séo
comumente relatadas na literatura, mostrando que esta organela é particularmente sensivel a
acdo de quimioterdpicos (SANTA-RITA et al., 2004). Além disso, ha o aparecimento de
alteracbes no perfil de reticulo endoplasmatico, vesiculacdo e fragmentacdo do complexo de
Golgi e aparecimento de estruturas tipicas do processo autofagico. Resultados semelhantes em
relagcdo ao efeito leishmanicida foram demonstrados utilizando-se outra classe de derivados
tiazdlicos, onde a anélise ultraestrutural evidenciou danos no nucleo, mitocondria e
cinetoplasto de formas promastigotas de L. infantum (BILBAO-RAMOS et al., 2012).
Finalmente, os estudos de microscopia eletrdnica demonstram que os parasitos tratados com

TAP-04 revelaram claramente alteracdes ultraestruturais compativeis com morte celular



89

programada (JIMENEZ-RUIZ et al., 2010): arredondamento da célula, condensacio da
cromatina e inchago mitocondrial.

Levando em consideracdo que 0s compostos apresentaram consideravel atividade
leishmanicida para formas promastigotas e baixa toxicidade em células do hospedeiro, néo se
pode descartar a possibilidade que a forma amastigota intracelular também fosse sensivel ao
tratamento com os compostos escolhidos. Neste caso, os compostos podem exercer efeito
direto sobre as células hospedeiras tornando-as mais competentes no combate a infecgédo
(MacMICKING et al., 1997) ou sobre alvos terapéuticos importantes para a sobrevivéncia das
formas amastigotas no macrofago. Além disso, os compostos selecionados para avaliagdo em
formas amastigotas do parasito apresentam atividade de inibicdo das cisteino-proteases
(CARDOSO et al., 2014). Esta enzima desempenha importantes fun¢ées no parasito como
manutencdo da viabilidade e da morfologia do parasito (SELZER et al., 1999; MOTTRAM et
al., 2004) e ocorre em grandes quantidades em lisossomas, que sdo particularmente
abundantes em formas amastigotas de Leishmania (UEDA-NAKAMURA et al., 2001).

A descoberta de novos farmacos com potencial para se tornar medicamentos
utilizaveis € um componente importante do ciclo de inovacao de drogas, mas continua a ser
um grande obstaculo no desenvolvimento de novos medicamentos para doencas tropicais
infecciosas (NWAKA e HUDSON, 2006). O progresso atual dentro da rede de descoberta de
farmacos foi, em parte, possivel através do estabelecimento de critérios que selecionam o
qudo bom um novo composto € (NWAKA et al., 2009). Esses critérios abrangem aspectos
bioldgicos, fisico-quimicos e farmacocinéticos, bem como de seguranca e toxicoldgicos da
descoberta de drogas para varias doencas negligenciadas, incluindo leishmaniose (NWAKA et
al., 2009; PINK et al., 2005). Entre estes critérios, podem ser citadas a estrutura quimica
definida, rota sintética estabelecida e o composto deve apresentar indice de seletividade para
amastigotas >20 (NWAKA et al., 2009). Dentro desta perspectiva, ndo s6 TAP-04, composto
que demonstrou maior seletividade ao parasito em detrimento da célula do hospedeiro, como
também TAP-01 e TAP-06 satisfazem estes critérios, pois possuem rota sintética estabelecida
(CARDOSO et al., 2014). Digno de nota é o ISe/ama do TAP-04 (137,37), sendo
aproximadamente 7 vezes superior a0 minimo estabelecido para uma droga ser considerada
promissora (NWAKA et al., 2009).

Nos estagios iniciais da infeccdo no hospedeiro vertebrado, parasitos
tripanossomatideos sdo capazes de levar a célula infectada a disparar mediadores da
inflamacdo como citocinas de perfil Thl ou Th2, além de espécie reativas de oxigénio (EROs)
e nitrogénio (eg. NO) (IBRAHIM et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Os dados do presente
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estudo demonstaram que o tratamento com 0s compostos tiazolicos foi capaz de induzir a
reducdo significativa na infecgdo de células do exsudato peritoneal (PEC) por L. infantum. No
entanto, a analise da producéo de oxido nitrico por estas células demonstrou que ndo houve
aumento significativo deste mediador da infeccdo em macréfagos infectados e tratados com
0s compostos. Diversos autores descrevem como mecanismo de defesa contra infecgdo por
Leishmania sp., a liberacéo de citocinas do perfil Th2, anti-inflamatorias, a partir da ativagao
de fatores de regulacdo da resposta inflamatoria (RODRIGUES et al., 2016; VOULDOUKIS
et al., 1997). Os membros da familia Bcl-2 sdo conhecidos como reguladores da apoptose em
células de mamiferos e, consequentemente, mediadores da resposta a infeccdo parasitaria,
podem estar relacionados com a eliminagdo dos parasitos pela via de ativagdo de citocinas
reguladoras da inflamacdo (PANDEY et al., 2016). Desta forma, a ativacdo de tais
mediadores reguladores poderia modular a o processo inflamatério que ocorre normalmente
durante a infecgdo por Leishmania e, assim, inibir a producéo exacerbada de 6xido nitrico
nestes macréfagos infectados (GEIGER et al., 2016; FORGET et al., 2006). No entanto, mais
estudos ainda sdo necessarios para seja possivel compreender o0 mecanismo de atuacdo destes

compostos sobre as formas amastigotas intracelulares de L. infantum.
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5 CONCLUSAO

Estes resultados demonstraram que os compostos tiazélicos da série de tiazopiridinas
(TP) e tiazoacetilpiridinas (TAP) possuem promissora atividade leishmanicida. Além disso,
vale ressaltar que trata-se de uma atividade seletiva para L. infantum com baixa toxicidade

contra as celulas do hospedeiro.
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Tabela 1. Efeito dos compostos sobre o crescimento de formas promastigotas e amastigotas de L.

infantum e sobre macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c.

Promastigota Macroéfago Promastigota Amastigota Amastigota
ICso CCs indice de ICso indice de
pM Seletividade (I1Se) M Seletividade (I1Se)

TAP-01 357+0,95 45,46 +11,66 12,73 0,99 £ 0,03 46,10
TAP-04 3,12+0,86 59,09+ 15,19 18,94 0,43+0,11 137,37
TAP-05 0,42 +0,03 2,95+0,29 7,07 - -
TAP-06 4,44+127 34,62+1321 7,79 0,59 £ 0,09 59,05
TAP-09 2,73+0,61 4,31 +0,86 1,57 - -

TP-01 <2,78 11,71+£1,21 N.D. - -

TP-04 7,01+£3,72 4151+1,70 5,92 - -

TP-05 22,55+0,97 1907 4,86 - -

39,15
TP-06 <2,78 1,35+0,19 N.D. - -
TP-09  5,52+0,29 4,68 + 1,87 0,84 - -

N.D. — néo foi possivel determinar.
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Figura 1. Procedimentos sintéticos para tiossemicarbazonas (2a-b) e 2-(piridin-2-il)1,3-tiazol
(TPs e TAPs). Reagentes e condicdes: (a) tiossemicarbazida, 2-propanol, acido acético (3
gotas), irradiacdo ultrassénica, r.t., 120 min; (B) 2-bromoacetofenonas substituidas, 2-

propanol, CaCQO3, irradiacdo ultrassonica, r.t., 60 min.
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Figura 2. indice de sobrevivéncia (1So) de L. infantum dentro de macrofagos apds 24 horas
de tratamento com os compostos TAP-01, TAP-04 e TAP-06.
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Figura 3. Efeitos do composto TAP-04 sobre a ultraestrutura de formas promastigotas de L.
infantum. A: Forma promastigota controle demonstrando morfologia preservada de
mitocéndria (M), nacleo (N), cinetoplasto (C), bolsa flagelar (BF), flagelo (F) e glicossomo
(*). B, C, D: Formas promastigotas tratadas com 0,5x a ICsq. Note desorganizacgdo das cristas
mitocondriais e do cinetoplasto, desorganizacdo celular com deslocamento do nucleo para a
periferia da célula e aumento dos perfis do reticulo endoplasmético (RE) e formagéo de
vesiculas atipicas nas cisternas do complexo de Golgi (CG). E, F: Formas promastigotas
tratadas com a ICsg apresentando condensacdo da cromatina e maior desorganizagao das
cristas mitocondriais.
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Figura 4. Microscopia Eletronica de Varredura de formas promastigotas de L. infantum. A,
B: Forma promastigota controle apresentando um corpo celular alongado e uma membrana
integra. C, D: Formas promastigotas tratadas com 0,5x a ICso demonstrando alteracdes na
morfologia, formas arredondadas e perda do flagelo. E, F: Formas promastigotas tratadas com
a ICsp apresentando perda da integridade da membrana com exposi¢do do material
citoplasmatico demonstrados com o aparecimento de regides eletronluscentes na regido do
citoplasma.
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Figura 5. Dosagem de Nitrito presente no sobrenadante das culturas infectadas tratadas ou
ndo com os compostos TAP-01, TAP-04 e TAP-06.
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CAPITULO 1V:

ESTUDO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA DO DERIVADO TIAZOLICO N-(1-
METIL-2-METIL-PIRIDINA)-N"-(P-BROMOFENILTIAZOL-2-IL)-HIDRAZINA EM
HAMSTER SIRIO
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RESUMO

O tratamento contra a leishmaniose visceral (LV) em cdes € longo, tedioso e frequentemente
pode potencializar danos renais pré-existentes nos animais. Desta forma, € evidente a
necessidade de um novo tratamento contra esta doenca no qual as novas drogas sejam mais
seguras e eficazes. Nesta perspectiva, as tiazoacetilpiridinas possuem promissora atividade
leishmanicida com baixa toxicidade contra as células do hospedeiro. Assim, este trabalho teve
por objetivo avaliar a toxicidade oral aguda de um derivado tiazolico em hamster sirio,
investigando pardmetros bioquimicos de avaliacdo hepatica e renal bem como alteracdes
estruturais em figado e rins. Para a determinacdo da toxicidade oral aguda, o Método de
“Toxicidade Aguda de Classe” foi realizado conforme o Guia OECD-423 em 9 fémeas de
hamster sirio  saudaveis nuliparas e ndo prenhes, com idade entre 60 e 80 dias.
Adicionalmente, foram realizados testes bioquimicos de parametros renais e hepaticos, bem
como analises histopatologicas em rins e figado. Com os resultados obtidos, foi observada
que a DLsp composto avaliado € de 1000 mg/Kg e classificado como categoria 4, segundo 0s
critérios do protocolo experimental adotado. A andlise bioguimica dos parametros de funcao
hepatica demonstrou que em todos os animais os valores encontrados estdo acima dos valores
de referéncia. Por sua vez, nos parametros que indicam injdrias aos rins, houve aumento
comparado aos valores de referéncia em todos os animais na dosagem de ureia e diminuicao
na dosagem de albumina. Na creatinina, apenas um animal apresentou valor superior ao de
referéncia. Quanto as lesdes encontradas no figado, foram descritas hipertrofia e hiperplasia
de hepatocitos, necrose de coagulacdo e presenca de células mononucleares nos capilares
sinusoides, esteatose e congestdo de capilares sinusoides e veias centro-lobulares além de
colestase. Os animais apresentaram lesdes renais relacionadas a congestdo de capilares
glomerulares e intersticial, nefrose de tubulos contorcidos proximal e distal e congestdo na
regido medular. Em conclusdo, o derivado tiazélico testado foi bem tolerado oralmente
embora tenha provocado lesdes agudas no figado e rins. Sendo assim, tais resultados em
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conjunto, justificam pesquisas adicionais para investigacdo do potencial terapéutico deste
composto in vivo com modelo cronico.

Palavras-chave: Toxicidade aguda; tiazol; avaliacdo hepatica; avaliacdo renal
ABSTRACT

The treatment against visceral leishmaniasis (VL) in dogs is long, tedious and can often
potentiate preexisting kidney damage in animals. Thus, the need for a new treatment against
this disease in which the new drugs are safer and more effective is evident. In this perspective,
thiazoacetylpyridines have promising leishmanicidal activity with low toxicity against host
cells. The aim of this study was to evaluate the acute oral toxicity of a thiazolize derivative in
Syrian hamster, investigating biochemical parameters of hepatic and renal evaluation as well
as structural alterations in liver and kidneys. For the determination of acute oral toxicity, the
"Acute Toxicity Class" method was performed according to Guide OECD-423 in 9 healthy
nulliparous and non-pregnant healthy hamster hens aged between 60 to 80 days. In addition,
biochemical tests of renal and hepatic parameters were performed, as well as
histopathological analyzes in the kidneys and liver. With the results obtained, it was observed
that the LD50 compound evaluated is 1000 mg/Kg and it is classified as category 4, according
to the criteria of the experimental protocol adopted. Biochemical analysis of liver function
parameters has shown that in all animals the values found were above the reference values.
On the other hand, in the parameters that indicated kidney insults, there was an increase
compared to the reference values in all the animals in the urea dosage and also a decrease in
the albumin dosage. In creatinine dosage, only one animal presented a value higher than the
reference one. As for the lesions found in the liver, hepatocyte hypertrophy and hyperplasia,
coagulation necrosis and presence of mononuclear cells in the sinusoid capillaries, steatosis
and congestion of sinusoid capillaries and central lobular veins were described, as well as
cholestasis. The animals presented renal lesions related to congestion of glomerular and
interstitial capillaries, proximal and distal convoluted tubule nephrosis and congestion in the
medullary region. In conclusion, the thiazolie derivative tested was well tolerated orally
although it caused acute lesions in the liver and kidneys. Therefore, all results together justify
additional research to investigate the therapeutic potential of this compound in vivo with a
chronic model.

Key words: Acute toxicity; thiazol; hepatic evaluation; renal evaluation
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas umas das mais importantes doencas
negligenciadas, sendo classificada como doenga de Classe I, ou seja, ndo controlada e
emergente pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) (REZVAN e MOAFI, 2015). As duas
sdo amplamente distribuidas nos cinco continentes, estimando-se que seja endémica em 98
paises (ALVAR et al., 2012). A cada ano, prevé-se que 500.000 novos casos de leishmaniose
visceral (LV) (SOUTO et al., 2013) e 1.500.000 novos casos de leishmaniose tegumentar
(LT) (CORREA et al., 2014) ocorreréo globalmente. De acordo com registros da OMS, 350
milhGes de pessoas vivem sob a ameaca das leishmanioses (DESJEUX, 2004). Porém, devido
a falta de uma vacina eficaz em humanos (KUMAR e ENGWERDA, 2014), o impacto
adverso do répido aquecimento global (GONZALEZ et al., 2010), das alteracdes climaticas
(READY, 2008), das guerras e dos movimentos migratorios (ALAWIEH et al., 2014;
SHARARA e KANJ, 2014), pode haver mais pessoas acometidas pelas leishmanioses, o0 que
€ uma perspectiva assustadora.

Embora varias espécies silvestres possam ser potencialmente infectadas (LUPPI et al.,
2008), o cdo doméstico € o principal reservatorio da LV no novo mundo, particularmente em
areas urbanas (REGUERA et al., 2016), onde a transmissao se da pela acdo hematdfaga de
insetos vetores pertencentes a subfamilia Phlebotominae (KAMHAWI, 2006),
particularmente a espécie Lutzomyia longipalpis (GALVIS-OVALLOQOS et al., 2017). Devido a
vida doméstica destes animais, os cdes sdo importantes no ciclo de infeccdo da doenca para o0s
seres humanos em &reas endémicas, onde as condi¢des climaticas permitem a presenca de
vetores (DANTAS-TORRES et al., 2012)

A quimioterapia atual contra a LV em cées foi desenvolvida hd muitos anos, tendo
como medicamentos de primeira linha os compostos antimoniais, miltefosina e alopurinol.
Dentre as drogas de segunda linha, podem ser citados a domperidona, aminosidina
(paromomicina), anfotericina B e pentamidina (REGUERA et al., 2016). No entanto, 0
tratamento € longo, tedioso e desagradavel para cdes e tutores. Além disso, os distlrbios
renais sdo frequentemente associados tanto & doenga como aos farmacos, o que pode exigir
vigilancia veterinaria onerosa durante longos periodos de tempo (REGUERA et al., 2016;
YASUR-LANDAU et al., 2016). Desta forma, é evidente a necessidade de um novo

tratamento contra as leishmanioses no qual as novas drogas sejam mais seguras e eficazes.
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Nesta perspectiva, 0s tiazois apresentam um amplo espectro de atividade bioldgica,
tais como atividades antitumoral (POPSAVIN et al., 2012), antibacteriana (LU et al., 2012),
anti-inflamatoria (SHAFI et al., 2012), antichagasico (NAVARRETE-VAZQUEZ et al.,
2011) e mais recentemente, o seu potencial leishmanicida tem sido estudado (NAVA-ZUAZO
et al., 2014). Compostos desta classe, como as tiazoacetilpiridinas, mais especificamente a N-
(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-2-il)-hidrazina (TAP-04) possuem
promissora atividade leishmanicida. Além disso, vale ressaltar que se trata de uma atividade
seletiva para Leishmania infantum com baixa toxicidade contra as células do hospedeiro
(dados ndo publicados).

Em condigdes experimentais, a progressdao da doenca visceral depende da via de
infeccdo, bem como da cepa utilizada de Leishmania sp. (HANDMAN, 2001). Varios estudos
usando modelos experimentais murinos de LV foram desenvolvidos, mas nem todos
mimetizam adequadamente a doenga humana e canina. Por sua vez, humanos, cées e hamsters
(Mesocricetus auratus) exibem sinais e sintomas similares durante a infeccdo visceral
(HOMMEL et al.,, 1995; MELBY et al.,, 2001; REQUENA et al., 2000), enquanto
camundongos geralmente apresentam poucos ou nenhum sinais clinicos (CARRION et al.,
2006; NIETO et al., 2011). Camundongos BALB/c séo tipicamente usados para estudar a
doencga na forma visceral devido & sua suscetibilidade. As infecg¢des por L. donovani e L.
infantum pode ser estabelecida com sucesso atraves da inoculacdo via intravenosa ou
intradérmica em camundongos, contudo estas infeccdes ndo reproduzem as caracteristicas da
LV humana ou canina (NIETO et al., 2011). Por outro lado, infeccdo experimental de L.
infantum em hamster reproduz muitos aspectos da doenga canina e humana, tais como
pancitopenia caracterizada por leucopenia, anemia, caquexia, hipergamaglobulinemia e
auséncia de resposta de células T (BUNN-MORENO et al., 1985; GIFAWESEN e
FARRELL, 1989; MATHIAS et al., 2001). Desta forma, o hamster tem sido o modelo mais
adequado para a infecgéo experimental da LV (MOREIRA et al., 2016).

Diante destas considera¢des iniciais e dando continuidade a nossa pesquisa que
concerne ao estudo da atividade bioldgica in vitro e in vivo de tiazois sobre L. infantum, este
trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade oral aguda de TAP-04 em hamster sirio,
investigando parametros bioquimicos de avaliacdo hepética e renal bem como alteragdes

estruturais em figado e rins.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 DERIVADO TIAZOLICO

Foi utilizado o derivado tiazdlico N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-
2-il)-hidrazina (TAP-04), onde a metodologia de sintese deste composto foi realizada a partir

de reagentes quimicos de alto grau de pureza descrita por Cardoso et al. (2014) (figura 1).

2.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 9 fémeas de Hamster sirio saudaveis nuliparas e ndo prenhes, com
idade entre 60 e 80 dias e com variagdo maxima de peso de 20% (100 + 20g). Os animais
foram mantidos no biotério do Centro Académico de Vitdria da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) onde foram alocados individualmente em caixas de polipropileno, em
condigdes controladas de luminosidade (12h/12h, claro/escuro), temperatura (23 + 2°C) e
umidade relativa (55 £ 5%), recebendo &gua potével e racdo comercial Purina® ad libitum. O
manejo e cuidado com 0s animais seguiram 0s principios éticos da experimentacdo animal
segundo critérios estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE, cujo protocolo experimental adotado foi previamente
aprovado pela CEUA (n° 23076.021534/2015-86).

2.3 ESTUDO DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

Para a determinacdo da toxicidade oral aguda, o Método de “Toxicidade Aguda de
Classe” foi realizado conforme o Guia Organization for Economic Co-operation and
Development OECD-423 (OECD, 2001). Este método é um procedimento passo a passo que
usa um pequeno numero de animais e que determina as doses a serem utilizadas no estudo (5
mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg) e o nimero de animais por dose (3 Hamsters).
A dose inicial selecionada para o estudo foi de 300 mg/Kg, definida a partir de estudos
prévios no PROTOX - Prediction of Rodent Oral Toxicity, um “web server” para a previsao
de toxicidades orais de moléculas em roedores (DRWAL et al, 2014). Este servidor é baseado
em semelhancas quimicas entre compostos com efeitos toxicos conhecidos e a presenca de
fragmentos toxicos. A proxima dose testada foi selecionada dependendo da mortalidade
observada nas primeiras 24 horas de exposi¢do. Apos os testes, foi estimada a categoria

toxicologica, segundo as especificacdes do Guia (figura 2).
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O composto foi administrado em dose Unica por via oral utilizando agulha de gavagem
em aco inox BD-10 (canula diametro 1,0mm com esfera 1,7mm, raio de 40mm e
comprimento de 31mm). Para a diluicdo da substancia teste, foi utilizado Kolliphor® EL
(Sigma-Aldrich) de modo que a concentracdo deste produto ndo ultrapassasse 5%. Para tal, 0s
animais ficaram em jejum por 8 horas sem restricdo hidrica. Ap6s o periodo de jejum, 0s
animais foram pesados e a substdncia administrada. A racdo foi permitida 3 horas apos a
administracdo. Durante o periodo experimental, os animais foram observados individualmente
apos a dosagem, periodicamente durante as primeiras 24 horas, com especial atencdo durante
as primeiras 4 horas e depois, diariamente durante um total de 14 dias. Neste periodo, foram
observados aspectos clinicos, incluindo a postura, convulsdes/tremores, consisténcia e aspecto
das fezes, fechamento da palpebra, piloerecdo, aspecto da pele e pelos, estresse, salivagéo,
olhos, e comportamento.

No 14° dia, os animais foram submetidos a eutanésia utilizando-se Pentobarbital (180
mg/Kg/IP) + Lidocaina (10 mg/mL/IP). Para avaliacéo do perfil bioquimico de enzimas renais
e hepaticas, foi coletado sangue para obtencdo de soro. Durante a necropsia, foram avaliados
macroscopicamente os 6rgdos das cavidades toracica e abdominal quanto ao aspecto,
coloracdo, tamanho e consisténcia. Apés avaliagdo macroscopica, fragmentos de figado e rins
foram destinados ao processamento histopatolégico.

2.4 ANALISE BIOQUIMICA

As amostras de soro obtidas foram submetidas aos testes pelo método
cinético/colorimétrico em analisador semiautomatico (THERMO PLATE) utilizando Kits
comerciais (Labtest®) para dosagem de fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinina e albumina (FINCO, 1997).

Os valores de referéncia utilizados no trabalho foram os descritos por Spinelli et al.,
(2012) e Wolford et al., (1986).

2.5 HISTOPATOLOGIA

Apos a coleta, o0 material foi fixado em solucao de formalina tamponada a 10% por 48
horas. Apos a fixacdo, as amostras foram submetidas a processamento histologico de rotina
para inclusdo em parafina. Cortes de 5 um foram montados em lamina e corados por
Hematoxilina e Eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003). Na analise histopatoldgica, 0s
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fragmentos foram analisados e descritos de acordo com o tipo e grau de lesdo observada em

cada 6rgao.
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3 RESULTADOS

A previsdo de toxicidade oral aguda determinada no PROTOX foi de 300mg/Kg.
Sendo assim, os testes foram iniciados nesta dosagem. Na menor dose, nenhum dos trés
animais expostos apresentou morbidade ou mortalidade nas primeiras 24 horas apds a
exposicéo e durante o periodo do estudo. Desta forma, repetiu-se o teste nesta mesma dose
com outros trés animais, o que confirmou o resultado anterior. O teste foi entdo realizado na
dose de 2000 mg/Kg, onde foi verificada mortalidade em dois animais testados nas primeiras
24 horas apés exposicdo. O terceiro animal deste grupo sobreviveu todo o periodo
experimental. Com os resultados obtidos, foi observada que a DLsy de TAP-04 € de 1000
mg/Kg e classificado como categoria 4, segundo os critérios do protocolo experimental
adotado.

Né&o foram observados sinais clinicos de toxicidade nos animais testados durante os 14
dias apds a administracdo de TAP-04 na dosagem de 300mg/Kg. Por outro lado, os animais
expostos a 2000mg/Kg, jA& na primeira hora ap0s exposicdo, apresentaram-se com
comportamentos alternados de excitagdo e sonoléncia. Entre a 32 e 42 hora ap0s a exposic¢éo,
um animal entrou em convulsdo recobrando os sentidos ap6s 15 minutos. Neste mesmo
periodo, os outros dois animais apresentaram-se em estado de excitacdo. Na 5% hora ap0s
exposic¢do, um animal voltou a entrar em convulsdo e morreu logo em seguida. Apos nove
horas da exposicdo, outro animal entrou em convulsao e foi a ébito. O animal sobrevivente
apresentou comportamentos alternados de letargia e excitacdo nas primeiras 24 horas. Ap6s
72 horas, ndo foram mais observados sinais clinicos de toxicidade neste animal.

Ndo foram observadas diferencas significativas no peso corporal (Tabela 1) ou
consumo de racdo entre os animais das doses testadas (dados ndo mostrados).

Os animais testados do grupo de intoxicacdo aguda nas doses de 300mg/kg e 2000
mg/kg de TAP-04 tiveram seus resultados de parametros biogquimicos comparados com
valores de referéncia, sendo constatadas alteracGes em muitos destes parametros avaliados
(Tabela 2). A andlise bioquimica dos parametros de funcdo hepatica demonstrou que em todos
0s animais os valores encontrados estdo acima dos valores de referéncia. Por sua vez, nos
parametros que indicam injurias aos rins, houve aumento comparado aos valores de referéncia
em todos os animais na dosagem de ureia e diminuicdo na dosagem de albumina. Na
creatinina, apenas um animal apresentou valor superior ao de referéncia. Vale destacar que na
dose de 2000 mg/Kg, houve analise bioquimica apenas do animal que sobreviveu aos 14 dias

apos exposicao.
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Nos exames histopatolégicos dos grupos tratados com 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg
foram observadas alteracGes estruturais hepaticas e renais (Tabelas 3 e 4). Quanto as lesdes
encontradas no figado dos animais tratados com 300 mg/Kg, 100% (6/6) apresentaram
hipertrofia e hiperplasia de hepatocitos, necrose de coagulacdo, esteatose e congestdo de
capilares sinusoides e veias centro-lobulares; 50% (3/6) apresentaram presenca de células
mononucleares nos capilares sinusoides e colestase. Com relagdo aos animais tratados com
2000 mg/Kg, 100% (3/3) apresentaram hipertrofia e hiperplasia de hepatocitos, necrose de
coagulacdo, presenca de células mononucleares nos capilares sinusoides e congestdo de
capilares sinusoides e veias centro-lobulares; 66,66% (2/3) apresentaram esteatose. Quando
comparado entre 0s grupos, as lesdes dos animais do grupo 2000 mg/Kg foram mais brandas
(Figura 3).

Quanto as lesdes renais, 0s animais submetidos a 300 e 2000mg/Kg apresentaram
congestdo de capilares glomerulares e intersticiais, hidropsia e nefrose de tubulos contorcidos
proximal e distal e congestdo na regido medular. Um animal do grupo de 300 mg/Kg

apresentou deposicdo de célcio intra-tubular (Figura 4).
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4 DISCUSSAO

Os testes que avaliam a toxicidade aguda sdo utilizados para classificar e rotular
substancias de acordo com o seu potencial de toxicidade ou letalidade (VALADARES, 2006).
Para que seus resultados sejam considerados pelas agéncias regulatorias dos paises, €
essencial que estes testes sejam conduzidos seguindo protocolos internacionalmente aceitos,
como aqueles publicados pela OECD. No presente estudo, adotou-se o Guia OECD 423
(OECD, 2001), que apresenta boa reprodutibilidade, usa poucos animais e é capaz de
classificar as substancias de acordo com sistemas internacionalmente aceitos (Globally
Harmonised System - GHS). O Guia OECD 423, juntamente com os Guias 420 e 425,
substitui 0 de namero 401, introduzido ha mais de 50 anos e banido definitivamente pela
OECD em 2001 (VALADARES, 2006). Este ultimo, altamente criticado pelas sociedades de
protecdo aos animais, determina estatisticamente a DLsp (dose que mata 50 % da populacéo
em estudo), a partir de estudos com grupos de animais (normalmente 20 animais de ambos 0s
SEX0S por grupo) expostos a doses crescentes da substancia em estudo.

A previsdao de toxicidade de compostos é uma parte importante do processo de
desenvolvimento de design de farmacos. As estimativas de toxicidade computacional ndo sdo
apenas mais rapidas do que a determinacdo de doses toxicas em animais, mas também podem
ajudar a reduzir a quantidade de experimentos com animais conforme preconiza o principio
dos “3Rs” (RUSSEL e BURCH, 1992; DRWAL et al, 2014).

O presente estudo foi o primeiro que avaliou a toxicidade oral aguda de compostos
tiazélicos em hamster sirios. Estudos conduzidos com complexo ruténio-areno-tiazdis em
ratos também reportam uma baixa toxicidade aguda desta classe de compostos quimicos
(GROZAV et al., 2016). Estes autores identificaram que o complexo foi muito bem tolerado
oralmente, com um valor de DLsy superior a 2000 mg/kg. Embora TAP-04 ndo possua um
complexo metélico em sua estrutura para melhor comparagdo, ambos os resultados
demonstram que complexos tiazélicos possuem baixa toxicidade em animais. Nao foi
realizada comparacdo com complexos tiazélicos sem metal por ndo ter sido encontrado na
literatura tais informagdes. O uso de hamster no presente estudo justifica-se pelo fato deste
animal ser considerado o modelo mais adequado para a infecgdo experimental da LV
(MOREIRA et al., 2016) e TAP-04 sera testada para avaliacdo de seu potencial leishmanicida
nesta espécie.

As alteracBes no peso corporal tém sido utilizadas como um indicador de efeitos

adversos das drogas e produtos quimicos em animais testados (DESMARCHELIER et al.
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1996). No ensaio de toxicidade oral aguda em hamsters sirios fémeas, a dose de 300 mg/kg de
TAP-04 ndo alterou de forma significativa a massa corporal, o que pode indicar a falta de
toxicidade. Por sua vez, na dose de 2000mg/Kg, o Unico animal sobrevivente teve perda de
massa corporal em 10%, sendo indicativo de presenca de toxicidade.

Nas afeccOes agudas e cronicas do figado, os niveis séricos de AST encontram-se
aumentados, e também pode estar elevada em lesdes musculares como traumatismos ou
injecBes intramusculares. Para se diferenciar o aumento de AST devido a lesdo hepatica ou
muscular, usa-se o teste da enzima creatinaquinase (CK), que estara elevada, juntamente com
a AST em casos de lesdes musculares (TENNANT, 1997). A dosagem de CK néo foi
realizada nesse trabalho.

A fosfatase alcalina é uma fosfohidrolase, encontrada em varios tecidos, com maiores
concentragdes no figado, no epitélio do trato biliar e nos o0ssos. Geralmente qualquer
hepatopatia ativa pode aumentar os valores de FA, mas as maiores elevagdes nos niveis da
enzima ocorrem nos casos de obstrucdo do trato biliar que pode ser induzida por
medicamentos. Portanto, essa enzima pode ser um marcador importante da atividade da
membrana plasmatica e do reticulo endoplasmatico durante tratamentos farmacol6gicos e em
algumas condicBes patoldgicas. O aumento da atividade sérica de FA pode ocorrer em
condicBes de colestase, intra e extrahepética, por indugdo com drogas ou hormdnios, pela
hiperatividade osteoblastica e em processos necréticos (WRIGHT e PLUMMER, 1974;
MILLER e GONCALVES, 1999). Como foi observado no presente estudo ocorreu um
aumento médio de 40% e 91% na fosfatase alcalina nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg,
respectivamente. Estes dados sdo reforcados pelos achados histopatoldgicos que indicam
colestase nos animais tratados.

Vérias enfermidades podem causar lesdo de hepatocitos e extravasamento da ALT tais
como hipdxia, alteracdes metabdlicas que resultem em acumulo de lipideos nos hepatdcitos,
drogas e substancias quimicas toxicas, toxinas bacterianas, inflamacdo e neoplasia hepatica
(THRALL, 2007). Nos animais tratados com 300mg/Kg houve aumento médio de 153% e
64% comparado aos valores de referéncia de ALT e AST, respectivamente. Niveis elevados
de ALT sugerem uma hepatite aguda e aumentos mais brandos podem sugerir doenca
hepatocelular crénica, cirrose, neoplasia ou hepatopatia por parasitos (TENNANT, 1997). Por
outro lado, nos animais tratados com 2000mg/Kg houve aumento medio de 32% e 35%
comparado aos valores de referéncia de ALT e AST, respectivamente. Estes resultados sdo
condizentes com as andlises histopatoldgicas, que demonstraram lesdes mais brandas no

animal que recebeu a maior dose.
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ReacOes do hepatdcito a agressdo toxica incluem tumefacdo celular e esteatose,
acompanhada ou ndo de colestase. Em casos de intoxicacdo suficientemente grave isso pode
progredir para necrose e insuficiéncia hepatica (MACLACHLAN e CULLEN, 1998).
Segundo YEH (2011), substancias tdxicas podem provocar inflamacdo e degeneracédo
gordurosa do figado pela lesdo de mitocondrias, incapacitando o figado de metabolizar
adequadamente as gorduras, o que pode levar a destruicdo de células e inflamacdo. A
elevacdo das enzimas AST e ALT nos animais testados demonstrou a presenca de lesao
hepatica aguda, principalmente nos animais tratados com 300 mg/Kg. As analises
histopatoldgicas reforcam os resultados bioquimicos, ja que foi possivel observar alteracdes
estruturais condizentes com agressdo toxica, principalmente entre 0s animais tratados com a
menor dosagem. Contudo, devemos ressaltar que os animais tratados com a maior dosagem
tiveram lesGes mais brandas. Isto pode ser explicado porque o primeiro animal deste grupo
morreu na 5% hora apds exposicdo ndo tendo tempo suficientemente habil para o
desenvolvimento de lesbes mais severas além da congestdo de capilares sinusoides. Ja o
animal que demorou mais 4 horas para morrer, COmegou a ja apresentar esteatose e hipertrofia
e hiperplasia de hepatdcitos, sendo sugestivo de processo toxico. Surpreendente foi o fato do
animal que sobreviveu todo o periodo experimental na maior dosagem ndo ter apresentado
lesbes muito graves, podendo esta ser uma peculiaridade deste Unico animal. Como o teste
OECD 423 ndo preconizava 0 uso de mais animais na dose de 2000 mg/Kg, alteracfes
estruturais mais significativas podem ter deixado de ser observadas nesta dosagem. De acordo
com Maclachlan e Cullen (1998), a morfologia da lesdo hepética induzida por toxinas varia
consideravelmente com o tipo, dose e a duracdo da exposi¢do a toxina.

A ureia, o produto final do metabolismo proteico, é excretada pelos rins. Os tbulos
renais reabsorvem 40% desse produto, portanto, 0s niveis sanguineos desse parametro
constituem uma indicacdo da funcédo renal e podem servir como indice da taxa de filtracdo
glomerular (SCHOSSLER et al., 2001) Por sua vez, a creatinina €, teoricamente, a mais
indicada para verificar a funcdo renal, uma vez que a quantidade de creatinina presente nos
rins é mais constante, porém ndo é reabsorvida nos tubulos renais como a ureia (STEVEN e
SCOTT, 2002). A elevacao nos niveis plasmaticos de ureia e creatinina fornecem indicios de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo proteico
(VIJAYALAKSHMI et al., 2000; ADEBAYO et al., 2003; DANTAS et al., 2006). No
presente estudo, observou-se um aumento nos niveis séricos de ureia e presenca de congestdo
de capilares glomerulares e intersticial, nefrose de tdbulos contorcidos proximal e distal e

congestdo na regido medular de todos os animais de ambos os grupos. O glomerulo é o local
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inicial da exposicéo a substancias quimicas dentro do néfron, e uma série de nefrontoxicantes
podem produzir lesdes neste local. Em certos casos, 0os produtos quimicos alteram a
permeabilidade glomerular as proteinas (KLAASSEN, 2007). A hipoalbuminemia que todos
0s animais apresentaram € decorrente da diminuicdo da capacidade de filtracdo glomerular
(BUSH, 2004). Dessa forma, pode-se sugerir que ha sobrecarga renal mesmo na menor dose
avaliada.

A dosagem de TAP-04 que deveria ser utilizada como substancia leishmanicida de
acordo com o protocolo da OECD seria 10% da DLsy (100 mg/Kg). Contudo, as lesdes
hepéticas e renais observadas em dose Unica de 300 mg/Kg permite reavaliar a dose
considerada terapéutica, para um futuro tratamento de hamster sirio infectado
experimentalmente com L. infantum. Levando em consideragdo que este modelo experimental
se assemelha ao homem e ao cdo no aparecimento insidioso das lesdes, e que estas ocorrem
em figado e rins, se faz necessaria reavaliacdo da dose terapéutica. Esta, por sua vez, devera
ser compativel com a funcdo hepética e renal previamente observada nos animais infectados,
de tal maneira que estes possam receber tratamento diario via oral. Portanto, a dose de
seguranca que pode ser estipulada para tratamento cronico seria de 1% (10mg/Kg) e 10% da
DLso com o objetivo de determinar a DEsy (dose capaz de produzir efeito farmacoldgico em

50% dos animais).
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5 CONCLUSAO

O derivado tiazolico TAP-04 foi bem tolerado oralmente sendo classificado na
categoria 4 para a toxicidade oral aguda (DLsp de 1000 mg/Kg). Embora tenha tido excelente
classificacdo no critério utilizado, a dosagem de 300 mg/Kg provocou lesdes agudas no figado
e rins. Sendo assim, tais resultados em conjunto, justificam pesquisas adicionais para

investigacao do potencial terapéutico deste composto in vivo com modelo cronico.
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Tabela 1. Média do peso corporal (gramas + desvio padrdo) de fémeas de hamster sirio

oralmente expostos & TAP-04 nas doses de 300 e 2000 mg/kg.

300mg/Kg -1 300mg/Kg - 2 2000mg/Kg
Dia 0 101,8+15 105,3 + 3,2 1136 + 6,4
Dia 7 104,8 + 3,5 108,4 + 4,8 113,3
Dia 14 103,9+ 34 108,9 + 3,9 108,1
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Tabela 2. Valores das dosagens sericas de AST, ALT, FA, ureia, creatinina e aloumina em
hamsters sirios adultos fémeas tratados com TAP-04 nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg e
valores de referéncia descritos na literatura.

Animais AST ALT FA Ureia Creatinina Albumina
(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL)
300-1 71,285 117,793 142,632 75,479 0,385 2,546
300-2 63,392 61,953 127,477 68,917 0,765 2,053
300-3 78,768 70,136 133,745 62,94 0,401 2,525
300-4 47,206 89,468 129,392 63,73 0,346 2,08
300-5 77,509 166,079 135,229 64,735 0,537 2,559
300-6 75,621 148,455 147,47 67,051 0,258 2,453
2000-1 57,008 57,637 186,761 69,004 0,469 2,297
Valores
de 22 42 19-43 48 — 97 16 - 25 0,3-0,6 10-16

referéncia
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Tabela 3. Intensidade das alteragdes estruturais encontradas em figado de hamsters sirios
adultos fémeas tratados com TAP-04 nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg

Animais HHH NC EST CM CCS CL
300-1 2 1 1 0 1 0
300-2 2 2 3 0 1 1
300-3 3 3 3 0 2 1
300-4 3 3 3 2 2 0
300-5 3 2 3 2 2 0
300-6 2 2 3 1 2 2
2000-1 2 1 1 1 1 0
2000-2 2 1 1 1 2 0
2000-3 3 1 0 1 2 0

0: Sem alteracéo
1: alteragdo descrita de forma discreta
2: alteracdo descrita de forma moderada
3: alteragéo descrita de forma intensa
HHH: Hipertrofia e hiperplasia de hepatdcitos
NC: Necrose de coagulacdo
EST: Esteatose
CM: Células mononucleares nos capilares sinusoides
CCS: Congestdo de capilares sinusoides e veias
CL: Colestase
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Tabela 4. Intensidade das alteragdes estruturais encontradas em rins de hamsters sirios
adultos fémeas tratados com TAP-04 nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg

Animais CG Cl NT CM Cl
300-1 3 2 1 3 0
300-2 3 2 2 2 0
300-3 2 3 1 3 0
300-4 2 3 2 2 1
300-5 3 2 2 2 0
300-6 1 1 2 3 0
2000-1 2 2 2 2 0
2000-2 2 2 2 3 0
2000-3 3 2 1 3 0

0: Sem alteracéo
1: alteragdo descrita de forma discreta
2: alteracdo descrita de forma moderada
3: alteragéo descrita de forma intensa
CG: Congestdo glomerular
Cl: Congestdo intersticial
NT: Nefrose dos tabulos contorcidos proximais e distais
CM: Congestéo na regido medular
Cl: Deposicdo de célcio intratubular
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Figura 1. Estrutura quimica de N-(1-metil-2-metil-piridina)-N"-(p-bromofeniltiazol-2-il)-

hidrazina.
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Figura 2. Etapas para o procedimento da toxicidade aguda, iniciando pela dose de 300mg/kg

e usando 3 fémeas por etapa, de acordo com o método “Toxicidade Aguda de Classe” baseado

no Guia da OECD 423, 2001.

300mg/kg
3 animais

5mg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

2000mglkg
3 animais

3 anlmals 3 anlmals 3 aninals 3 animais
- R St ;"m mjm

3 (a 50) 3 (@ 300)
ao 1" Etapa a0 1° Etapa

DL50

Sao usados 3 animais do mesmo sexo (normalmente fémeas) por etapa «: Nao Classificado
0.1,2,3: nimero de animais moribundos ou mortos em cada etapa
GHS: Sistema de Classificacdo Harmonizado (mg/Kg p.c)
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Figura 3. Alteragdes estruturais encontradas em figados de hamsters sirios adultos fémeas
tratados com TAP-04 nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. A: Grupo 300 mg/Kg.
Hipertrofia de cord&@o de hepatdcitos de intensidade moderada (cabeca de seta) com inicio de
processo de esteatose (seta) e discreta congestdo dos capilares sinusoides (estrela). HE. Barra
= 50um. B: Grupo 300 mg/Kg. Esteatose de grau intenso (seta) com discreta congestdo de
capilares sinusoides (estrela) e hipertrofia de hepatdcitos (cabeca de seta). HE. Barra = 50um.
C: Grupo 2000 mg/Kg — animal que morreu nas primeiras 24 horas. Presenca de congestao
(estrela) com hepatocitos balonosos (cabeca de seta) e ndcleos picnoticos (seta). Detalhe:
hepatdcito hipertrofiado com inicio de vacuolizagdo citoplasmatica. HE. Barra = 50um . D:
Grupo 2000 mg/Kg — animal que sobreviveu todo o periodo experimental. Presenca de

hepatocitos hipertrofiados (cabeca de seta) e congestdo de veia centro-lobular (estrela).
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Figura 4. AlteracGes estruturais encontradas em rins de hamsters sirios adultos fémeas
tratados com TAP-04 nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. A: Grupo 300 mg/Kg.
Congestao glomerular (estrela) com nefrose de tabulo contorcido distal (seta) e hidropsia
celular de tubulos (cabeca de seta). HE. Barra = 50um. B: Grupo 300 mg/Kg. Congestéo
intersticial na regido medular (estrela) com nefrose (seta) e hidropsia celular (cabeca de seta)
de tubulos renais. HE. Barra = 50pum. C: Grupo 2000 mg/Kg — animal que morreu nas
primeiras 24 horas. Atrofia glomerular com congestdo (cabeca de seta). Observar nefrose de
tubulos contorcidos distais (seta) e congestdo intersticial (estrela), bem como a presenca de
hidropsia celular de tubulos (seta amarela). HE. Barra = 50um . D: Grupo 2000 mg/Kg —
animal que morreu nas primeiras 24 horas. Congestéo intersticial na regido medular (estrela).
Observar tubulos renais com células picnoticas (seta) e vacuolizacao das células epiteliais dos
tubulos (cabeca de seta). HE. Barra = 50um. E: Grupo 2000 mg/Kg — animal que sobreviveu
todo o periodo experimental. Congestdo glomerular (estrela) e intersticial (seta) com inicio de
nefrose (cabeca de seta). HE. Barra = 50um. F: Grupo 2000 mg/Kg — animal que sobreviveu
todo o periodo experimental. Congestdo intersticial na regido medular (estrela), tabulos renais
com células picnoticas (seta) e inicio de nefrose de tubulo renal (cabeca de seta). HE. Barra =

50pm.
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CONCLUSOES GERAIS

Embora até o presente momento as politicas publicas de controle levem em
consideracdo apenas a transmissdo da LV por flebotomineos, outras vias podem ter
importancia epidemiologica, particularmente em areas livres de vetores biologicos.
Dentre os modos de transmissao pesquisados atualmente, destacam-se a via sexual e a
via vertical. Outros vetores bioldgicos como ectoparasitos de cdes ainda necessitam de
confirmacéo quanto ao papel que desempenham no ciclo de propagacdo da doenca.
Quanto a transfusdo sanguinea, faz-se necessario rigoroso monitoramento de cées
doadores de sangue para prevenir a infeccdo por L. infantum.

A passagem de L. infantum de uma fémea para 0 embrido pode ocorrer nos primeiros
dias de prenhez. Por conseguinte, esta via de transmissdo necessita ser levada em
consideracdo no que se diz respeita a propagacdo da infeccdo em cdes. Finalmente,
esta € a primeira detec¢do de L. infantum infectando um embrido canino.

Os resultados demonstraram que os compostos tiazélicos da série de tiazopiridinas
(TP) e tiazoacetilpiridinas (TAP) possuem promissora atividade leishmanicida. Além
disso, vale ressaltar que trata-se de uma atividade seletiva para L. infantum com baixa
toxicidade contra as células do hospedeiro.

O derivado tiazolico TAP-04 foi bem tolerado oralmente sendo classificado na
categoria 4 para a toxicidade oral aguda (DLsp de 1000 mg/Kg). Embora tenha tido
excelente classificacdo no critério utilizado, a dosagem de 300 mg/Kg provocou lesdes
agudas no figado e rins. Sendo assim, tais resultados em conjunto, justificam
pesquisas adicionais para investigacao do potencial terapéutico deste composto in vivo

com modelo cronico.
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Transmission routes of visceral leishmaniasis in mammals
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INTRODUCTION

VL is an important parasitic zoonosis and
domestic dogs are the main Teservoir of the disease,
particnlarly in wban areas (DIMNIZ et al, 2008). It
is camsed by Lefshmania infanmm (synomym o L
chagasi) with tropism for the mononnclear phagocyte
system (MEVES, 2005; CHAFPUILS et al., 2007).

The disease is usually transmitted by the
hematophapous activities of sandflies belonzing to
the penera Luizornyia (Mew World) and Phisbotors
(0ld World) (MUBEAY et al., 2005). However,
alternative roubes of ransmission have been described
in dogs and man (TURCHETTI et al., 2014). In dogs,
there are reports of sexmal (SILVA et al |, 2009a) and
vertical tramsmission (MATUCEE & LOREMNTE,
2012), by blood transfosion (DE FREITAS et al,
2004 and by other vectors such as fless and ticks
which may be imvolved in the epidemiclogy of the
disease (MOFATS eral., 2013).

Alternative routes of infection jeopardize
the comtrol strategies and eradication of VL based on
vector elimination. In fact, they are mefficient since
the parasite L. imfammm would stll maintain its
lifecycle transmitted by the breeding of positive siray
dops (SILVA et al , 2000a).

Epidemiologically, infection m dogs is
more previlent than in man and there is 3 large
menber of asymptomatic animsls which host
parasites i the dermis (BOMATES, 2003). The VL
in dogs is considered a chronic disesse characterized
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Visceral Leishmanizsis is an important
parasitic  disease that affect memmals and is
primarily ransmitted by imsect wectors belongzing
to the sub-family Phlebotominge. Nonetheless,
alternative iransmussion rowtes among dogs have
been hypothesized in VL (OLIVEIRA er al., 2015).
' For instance, imvolvement of ticks in the ransmission
. of Leishmania infaminm, especially Rhipicephaluy
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sanguinens sensu lato, was first demonsmated in
France in the 1930s, through observaton of the ability
of these ticks to mechanically ransmit the protozoon
to redents (BLANC & CAMINOPETROS, 1930)
Similarky, the potential role of feas has already been
assessed (FERREIRA et al, 2009), but the real role
of these ectoparasites in the epidemiology of L.
imyfaninm remains 3 matter of confroversy.
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