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D’ Amico, Paola Tamiso; Pavanelli, Leticia Cannavina. Estudo comparativo da
atividade do derivado nitrotiazélico nitazoxanida e do antimetabolito de purina
Alopurinol sobre formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
e L. (L.) infantum chagasi in vitro. 2018. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso em
Biomedicina - Centro Universitario Sdo Camilo, S&o Paulo, 2018.

O reposicionamento de farmacos constitui uma alternativa terapéutica promissora
para varias doencas. Apresenta como vantagem dados de seguranca e eficacia de
farmacos ja disponiveis, reduzindo o tempo e 0s custos investidos para a
implementacdo no mercado de novos medicamentos. O Alopurinol € um analogo de
purina clinicamente utilizado para o tratamento de pacientes com gota por reduzir a
concentracao plasmatica de acido Urico nesses pacientes. Ele € também utilizado para
o tratamento da leishmaniose visceral canina apresentando baixo custo, bom perfil de
seguranca e auséncia de resisténcia parasitaria. O derivado nitrotiazélico nitazoxanida
(NTZ) € um antiparasitario de amplo espectro, eficaz contra diversos helmintos e
protozoarios e alguns estudos tém demonstrado a atividade leishmanicidada NTZ.
Considerando as vantagens do reposicionamento de farmacos e os dados
preliminares sobre a atividade do Alopurinol e NTZ sobre Leishmania, no presente
projeto foi comparada a acédo in vitro desses farmacos sobre as formas amastigotas
de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi. O tratamento com Alopurinol de
macrofagos de medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados com a L. (L.)
amazonensis resultou em reducao significante do indice de infeccdo a partir da
concentracédo de 500 uM e o valor da CEso sobre os amastigotas intracelulares foi
1.053 uM. A atividade do Alopurinol sobre a L. (L.) infantum chagasi foi significante a
partir da concentracéo de 50 uM, sendo a CEsp 211,3 uM.O indice de seletividade (1S)
do Alopurinol foi de 5 e 25 sobre a L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi,
respectivamente. O tratamento com a NTZ promoveu a destruicdo significante dos
amastigotas intracelulares da L. (L.) amazonensis a partir de 25 uM, sendo a CEso
52,73 uM, enquanto que sobre os amastigotas da L. (L.) infantum chagasi a CEso foi
36,75 pM. Oindice de seletividade da NTZ foi de 3,5 e 5 sobre a L. (L.) amazonensis
e L. (L.) infantum chagasi, respectivamente. Portanto, esses dados mostraram que 0s
dois farmacos apresentam seletividade aceitavel contra as duas espécies de
Leishmania analisadas, embora o Alopurinol seja significantemente mais seletivo
sobre a L. (L.) infantum chagasi e também tenha apresentado sobre essa espécie
maior seletividade que a NTZ. Esses achados indicam a validade de testar o Alopurinol
e a NTZ para o tratamento in vivo, assim como o efeito da associacdo desses
farmacos sobre a infeccao por esses parasitas.

Palavras chave: Alopurinol. Antiparasitarios. Leishmania infantum. Leishmania
mexicana. Reposicionamento de medicamentos.



D 'Amico, Paola Tamiso; Pavanelli, Leticia Cannavina. Comparative study of the
activity of the nitrotiazolic derivative nitazoxanide and the antimetabolite of
purpur Allopurinol on amastigote forms of Leishmania (Leishmania)
amazonensis and L. (L.) infantum chagasi in vitro. 2018. 40 f. Completion of a
Course in Biomedicine - Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2018.

Drug repositioning is a promising strategy for therapy of several diseases, since it has
the advantage to share previous data of security and efficacy of available drugs, this
reducing time and costs for implementation of new therapeutic compounds. Allopurinol
is a purine analog used as a xanthine oxidase inhibitor for reduction of uric acid in gout
patients. This drug is also used for the treatment of canine visceral leishmaniasis
presenting wide availability, low cost, good safety profile and absence of parasite
resistance. Thenitrotiazolic derivative nitazoxanide (NTZ) is an effective drug used for
treatment of several helminth and protozoa diseases, as well as against bacteria and
viruses. Several studies have demonstrated the leishmanicidal activity of NTZ. These
findings led us to evaluate the in vitro activity of Allopurinol and NTZ on intracellular
amastigotes of (L.) amazonensis and L. (L.) infantum chagasi. The treatment with
Allopurinol resulted in a significant reduction of L. (L.) amazonensis-infected
macrophages starting from 500 yM and the ECso value on intracellular amastigotes
was 1,053 uM.The leishmanicidal activity of Allopurinol on L. (L.) infantum chagasi-
infected macrophages was significant starting from 50 yM and the ECso value was
211.3 uM.The selectivity index of Allopurinol was 5 and 25 on L. (L.) amazonensis and
L. (L.) infantum chagasi, respectively.The treatment with NTZ on L. (L.) amazonensis-
infected macrophages resulted in a significant reduction of the parasite load starting
from 25 pM and the ECso value was 52.73 uM, where as on L. (L.) infantum chagasi
the ECso was 36.75 puM. The selectivity index of NTZ on L. (L.) amazonensis and L.
(L.) infantum chagasi was 3,5 e 5, respectively. Taken together, these findings showed
that both drugs display an acceptable selectivity against these Leishmania species.
However, the data showed that Allopurinol is significantly more selective on L. (L.)
infantum chagasi and exhibited higher selectivity than NTZ against this Leishmania
species. These findings indicated that it is worth evaluating the in vivo leishmanicidal
activity of Alopurinol and NTZ. Furthermore, the present data opened perspectives to
evaluate the effect of association of these drugs for the treatment of Leishmania
infection which it is now being explored.

Palavras chave: Alopurinol. Antiparasitarios. Leishmania infantum. Leishmania
mexicana. Reposicionamento de medicamentos.

Key words: Allopurinol. Antiparasitics. Leishmania infantum. Leishmania Mexicana.
Repositioning of medicines.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas com variado
espectro clinico e diversidade epidemiologica. Estima-se a incidéncia de 12 milhdes
de casos de leishmanioses no mundo com mortalidade anual de 60.000. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, 350 milhdes de pessoas encontram-se sob o risco de
adquirir alguma forma da doenca e anualmente surgem 2 milhdes de novos casos
(WHO, 2018).

Fatores como subdesenvolvimento e alteracbes ambientais, a exemplo do
desmatamento, migracfes humanas intensas e urbanizacédo sdo determinantes para
sua disseminacdo (WHO, 2018). A coinfec¢do Leishmania/HIV agrava ainda mais

esse quadro, considerando o numero de pessoas HIV positivas.

As leishmanioses sdo causadas por parasitas digenéticos do género
Leishmania (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) que se desenvolvem
alternadamente em hospedeiros vertebrados mamiferos e insetos vetores
representados por dipteros da sub-familia Phlebotominae (géneros Phlebotomus no
Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas).

Figura 1 — O inseto vetor denominado fleb6tomo, também conhecido como birigui ou
mosquito-palha

Fonte: (CRUZ; ROMILDO, 2014)
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Nos hospedeiros mamiferos, entre eles o homem, os parasitas assumem a

forma amastigota, arredondada e imoével, que se multiplica obrigatoriamente no interior

de células do sistema monocitico fagocitario em um vacuolo parasitéforo (Figura 2).

Figura 2 — Formas amastigotas de Leishmania sp no interior de macrofagos

Fonte: (BRASIL, 2018)

A medida que os amastigotas se multiplicam por divisdo binaria os macréfagos

se rompem liberando os parasitas que séo fagocitados por outros macrofagos. Nos

insetos vetores o0s parasitas vivem no trato digestivo onde as formas amastigotas

ingeridas durante o repasto sanguineo diferenciam-se em promastigotas (Figura 3),

formas alongadas, moveis e flageladas que séo regurgitadas durante a picada na pele

dos mamiferos, completando o ciclo (Figura 4).

Figura 3 — Formas promastigotas de Leishmania sp

Fonte: (LIMA, 2010)

e
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Figura 4 - Ciclo biolégico de Leishmania spp. Entre os hospedeiros mamiferos
destacam-se o0 homem e os varios reservatérios das leishmanioses
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Fonte: Adaptado de (HANDMAN, 2001)

Esse parasita caracteriza-se por apresentar uma mitocbndria Unica
(denominada cinetoplasto) rica em DNA mitocondrial, o0 kDNA (SIMPSON, 1987;
WIRTH, 1990). Esta organela localiza-se anteriormente ao cinetossoma do flagelo,
perpendicularmente ao eixo maior do organismo, tendo sido muito estudada no género
Leishmania (CHAKRABARTY E COLS., 1962). A molécula de DNA do cinetoplasto é
formado por uma rede de 20 mil a 30 mil minicirculos, intimamente associados; e de
maxicirculos, correspondente ao DNA mitocondrial encontrado nas demais células
eucaridticas. Os maxicirculos sao responsaveis por codificar as diversas proteinas da
cadeia respiratéria que ocorrem na mitocdndria, entre elas as subunidades da
citocromo oxidase e NADH desidroxigenase, nao se diferenciando, assim, das demais

células eucariotas; ja os minicirculos estéo relacionados a necessidade de mais ou
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menos edicdo de mRNA de cada organismo, participando de um processo que regula
pés-transcricionalmente a expressdo de genes mitocondriais nas diferentes formas
evolutivas do protozoario. Atualmente sao estudadas proteinas (KAP), relacionadas a
alteracéo fenotipica, cujos genes se encontram no cinetoplasto. Outros estudos da
atualidade estudam genes contidos no cinetoplasto como o TcADH, que regulam a
atividade metabdlica celular, cujo efeito causa a resisténcia ao tratamento por

farmacos.

Existem mais de 20 espécies de Leishmania capazes de infectar o homem.
Suas manifestacbes clinicas sdo dependentes da espécie, carga parasitaria e
imunidade adquirida durante a infec¢cdo. No Brasil, 4 espécies principais podem ser
citadas: L. (L.) infantum chagasi, agente causador da leishmaniose visceral,
Leishmania (Viannia) braziliensis, causadora da leishmaniose cutanea e
mucocutanea; L. (V.) guyanensis que produz lesdes cutaneas ulcerosas e L. (L.)
amazonensis responsavel pelo desenvolvimento de lesdes cutaneas nodulares que

podem evoluir para a forma cutanea difusa.

A leishmaniose visceral (LV) é a mais severa das formas e um grave problema
de saude publica. No Brasil, o inseto diptero Lutzomyia longipalpis € considerado o
principal vetor responsavel por sua transmissdo. Raposas dos géneros Lycalopex
vetulus e Cerdocyonthous, além de marsupiais (género Didelphis albiventris) tém
sido apontados como reservatérios silvestres. No ambiente urbano, os caes séo o
principal reservatério (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A LV é uma doenca cronica
e debilitante, tendo o parasita tropismo pelo sistema mononuclear fagocitico do figado,
baco, medula 6ssea e tecidos linféides. Caracteriza-se por episodios febris,
hepatoesplenomegalia grave, emagrecimento, anemia e micropoliadenia, podendo
ocorrer manifestacdes intestinais e fenbmenos hemorragicos. Apresenta carater

consumptivo que pode levar a morte se nao tratada precocemente.

Em 2015, a regiao Nordeste registrou o0 maior numero de casos de LV (1.806);
seguida pelas regides Sudeste (538); Norte (469); Centro-Oeste (157); e Sul (5). Em
relacdo a LT, a regido Norte registrou o0 maior numero de casos (8.939) dessa doenca;
seguida do Nordeste (5.152); Centro-Oeste (2.937); Sudeste (1.762); e Sul (493)
(PORTAL BRASIL, 2017).
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Em 2016 foram registrados no Brasil 3.200 casos de LV com incidéncia de 1,55
a cada 100.000 habitantes (Gréafico 1). Neste mesmo ano a letalidade chegou a 7,8%.
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017).

Gréfico 1 - Casos de leishmaniose visceral no Brasil de 1980 a 2016
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Fonte: (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017)

A doenca, desde entdo, vem sendo descrita em varios municipios brasileiros,
apresentando mudancas importantes no padrdo de transmissao, inicialmente
predominando em ambientes silvestres e rurais e mais recentemente nos centros
urbanos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A LT apresenta vérias manifestagfes clinicas, a forma cutanea localizada com
lesBes ulcerosas Unicas ou multiplas; a forma mucocutanea caracterizada por lesdes
mucosas agressivas que afetam a regido nasofaringea; a forma disseminada com

multiplas ulceras cutaneas; a forma difusa com les6es nodulares néo ulceradas.

As formas cutaneas das leishmanioses sdo amplamente distribuidas, com
ocorréncia nas Américas, Bacia do Mediterraneo, Asia e Oriente Médio. No Brasil
foram registrados 12.690 casos de leishmaniose tegumentar (LT) no ano de 2016,
com incidéncia de 6,16 casos a cada 100 mil habitantes (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2017) (Gréfico 2).
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Gréfico 2 - Casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, 1980 a 2016
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Fonte: (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017)

No Brasil as principais espécies envolvidas na transmissdo da LT s&o:
Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei e L.
migonei. Apresentam como reservatorios naturais algumas espécies de roedores,
marsupiais, edentados e canideos silvestres. Cées, gatos e equinos sdo considerados

reservatérios domésticos acidentais da doenca.

Nos cdes, a doenca é sistémica cronica e pode levar o animal a morte.
Dependendo da fase da doenca e das condigcbes imunoldgicas, muitos caes
infectados se apresentam assintomaticos. Entretanto, ja foi demonstrado que cées
infectados, mesmo assintomaticos, sdo fonte de infeccdo para os flebotomineos e,
consequentemente, tém papel ativo na transmissdo de Leishmania (GONTIJO;
MELO, 2004).

A LV segue apresentando uma ampla distribuicdo geografica de casos
humanos no Brasil, onde se destacam as regiées Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste.
Da mesma forma, a dispersédo geografica segue ocorrendo no Paraguai e Argentina,
nas fronteiras com o Brasil e Uruguai. Em 2016, também observamos uma dispersao

em Roraima, Norte do Brasil, onde foram registrados casos nas areas de fronteira com
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a Venezuela, o que requer uma maior atencdo e fortalecimento da vigilancia nos

municipios desses paises (PAHO, 2018).

Com a urbanizagéo da LV aos grandes centros urbanos, onde ocorrem os
maiores numeros de casos da doenca no Brasil, o uso individual deste indicador vem
mostrando limitacdes quando se requer direcionar acdes de vigilancia e controle para
alcancar uma grande diminui¢ao de casos de LV. Analisando os dados regionais, as
cinco maiores incidéncias de LV foram reportadas no Brasil, nos seguintes municipios:
Uiramutd — RR (144,87 casos/100.000 hab.); Nova Guataporanga — SP (87,11
cas0s/100.000 hab.); Redencdo — PA(80,84 casos/100.000 hab.); Carmolandia — TO
(79,02 caso0s/100.000 hab.) e Avelino Lopes — PI (78,46 casos/100.000 hab.) (PAHO,
2018).

Recentemente, Porto Alegre e Floriandpolis registraram casos de leishmaniose
visceral humana pela primeira vez na histéria. A primeira morte na capital gaucha foi
registrada em setembro de 2016. Nos meses seguintes, foram detectados quatro

novos casos em Porto Alegre. Trés pessoas morreram (TAIS SEIBT, 2017).

Segundo Mariana Teixeira, doutora em Ciéncias Veterinarias com énfase em
Parasitologia na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), a expanséo
desordenada das cidades, assim como mudancas climaticas também podem estar
relacionadas ao aparecimento da doenca nas regibes metropolitanas gaulcha e
catarinense (TAIS SEIBT, 2017).

Mas casos em animais domésticos ja ocorrem desde 2008 - os primeiros foram
registrados em S&o Borja, na fronteira do Rio Grande do Sul com a Argentina. Perda
de peso, aparecimento de feridas ou descamacdes de pele, queda anormal de pelos,
inchaco das pernas e sangramento do nariz séo efeitos da leishmaniose visceral em
cachorros. No entanto, a doenca pode ser assintomatica em muitos casos. Mesmo
gque o0 cdo nao apresente os sintomas tipicos da leishmaniose, ele pode ser um
intermediario da transmissdo apenas pela presenca do protozoario no organism (TAIS
SEIBT, 2017).

O Ministério da Saude orienta evitar construir casas e acampamentos em areas
muito proximas a mata; fazer dedetizacdo, quando indicada pelas autoridades de

saude; evitar banhos de rio ou de igarapé, localizado perto da mata; utilizar repelentes
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na pele, quando estiver em matas de &reas onde ha a doenca; usar mosquiteiros para
dormir; usar telas protetoras em janelas e portas; e eliminar cdes com diagndstico
positivo para leishmaniose visceral, para evitar o aparecimento de casos humanos

(mas esta acdo ainda causa muita polémica e discussao) (PORTAL BRASIL, 2017).

Para a bidloga Cintia Petroscky, o caso da leishmaniose € similar ao da dengue,
da zika e da chikungunya, que teriam seu risco significativamente reduzido com
medidas basicas de higiene e melhores condicbes de saneamento. "Essas sao
chamadas doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude. A
leishmaniose é negligenciada mesmo, porque quase nem se fala sobre ela", conclui
(TAIS SEIBT, 2017).

1.2. Tratamento das leishmanioses

O antimonial pentavalente é considerado o farmaco de primeira linha para o
tratamento da leishmaniose cutanea e visceral, sendo encontrado sob duas formas, o
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime) e o estibogluconato de soédio
(Pentostan), dos quais o mais utilizado no Brasil € o Glucantime. Tais compostos sdo
utilizados ha aproximadamente 60 anos e sua eficacia atinge 80% dos pacientes,
sendo administrados por via intramuscular ou endovenosa (NAGLE et al., 2014).
Fatores como toxicidade, administracdo parenteral por mais de 30 dias e baixa
eficdcia em pacientes imunossuprimidos, como € o caso dos pacientes HIV positivos,
dificultam a sua utilizacdo. Além disso, complicacdes resultantes do uso do
Glucantime estdo relacionadas ao aumento da mortalidade em pacientes HIV
positivos, comparada a observada com o tratamento desses pacientes com outros
farmacos (NAGLE et al., 2014; GAZANION et al., 2011; GONCALVES et al., 2005).

Nos casos de resisténcia aos antimoniais alternativas terapéuticas como
anfotericina B e pentamidina sdo rotineiramente utilizadas como tratamento de
segunda linha (GOTO; LINDOSO, 2010). A anfotericina B é hoje a segunda opcéo
mais adotada no tratamento da leishmaniose visceral (LV) quando néo héa resposta a
terapia com antimonial. Originalmente desenvolvida como um antifangico sistémico
mostrou grande eficiéncia no combate as leishmanioses, porém deve ser
cuidadosamente administrada devido a sua toxicidade (MEYERHOFF, 1999;
ROBINSON; NAHATA, 1999). Formulag®es lipidicas da anfotericina B sdo eficazes
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em baixas doses apresentando toxicidade reduzida, mas o seu alto custo dificulta o
tratamento de pacientes em regifes de baixa renda (NAGLE et al., 2014).

A pentamidina € uma diamina aromatica que tem sido utilizada nos casos de
LV resistentes ao tratamento com antimoniais. Entretanto, recentemente a resisténcia
a pentamidina foi também descrita, ndo sendo rotineiramente utilizada para o
tratamento da LV na india (BRAY et al., 2003; SUNDAR, 2001).

A miltefosina, inicialmente desenvolvida como farmaco antitumoral, mostrou
grande eficacia para o tratamento da LV na india e da leishmaniose cutanea na
Coldbmbia (SUNDAR et al.,, 2002; SOTO et al., 2004), apresentando, porém,
teratogenicidade e inducao de resisténcia parasitaria apos longo periodo de exposicao
ao farmaco, limitando a sua utilizacdo (CROFT; COOMBS, 2003).

A paramomicina é outro medicamento que se encontra em testes clinicos,
estando os ensaios em Fase Ill na india e Africa Oriental. E efetiva no tratamento das
leishmanioses cutanea e visceral, mas apresenta grande variagcdo de sensibilidade
dependendo da espécie do parasita (THAKUR, 2000).

A sitamaquina, outro farmaco de administracdo oral, é derivada de 8
aminoquinolinas e os testes da fase Il na india demonstraram a sua eficacia contra a
LV, porém alguns efeitos colaterais foram observados apés a sua administracédo (JHA
et al., 2005).

Diante de tal cenério, é imperativo o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento das leishmanioses. Entre as varias estratégias visando
ao estabelecimento de novos esquemas terapéuticos para as leishmanioses pode-se
citar a extracdo de principios ativos de fontes naturais, modificacdo molecular de
compostos ja existentes, sintese de novos compostos, imunoquimioterapia e
associacao e reposicionamento de farmacos. O reposicionamento € uma tendéncia
na busca de novos medicamentos para as leishmanioses, principalmente devido a que
a pesquisa de compostos ativos contra doencas negligenciadas n&do desperta grande
interesse da industria farmacéutica por atingir populacbes de baixa renda. O
reposicionamento consiste em encontrar novas indicacdes terapéuticas para
farmacos ja aprovados no mercado, assim redefinindo a sua utilizagéo. Tal abordagem

reduz substancialmente os custos normalmente dispendidos com a introdugéo de
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novos medicamentos no mercado, ja que os dados de seguranca e eficacia desses
farmacos se encontram disponiveis (MESQUITA, 2013).

Entre os farmacos introduzidos no mercado com ampla utiliza¢cao no tratamento
de parasitoses encontra-se a nitazoxanida [2-acetolioxi-N-(5-nitro 2- tiazolil)
benzamida (NTZ)], conhecida comercialmente como Anitta. A NTZ € um derivado
nitrotiazdlico inicialmente descrito em 1984 como cestocida humano e eficaz com
apenas uma dose contra Taenia saginata e Hymenolepis nana (ROSSIGNOL et al.,
1984). Estudos in vitro e in vivo demonstraram a eficacia da NTZ contra helmintos,
protozoarios, bactérias e virus (VAZQUEZ et al., 2011).

Recentemente, Mesquita e colaboradores (2013) demonstraram sua atividade
sobre formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi em concentracdes idénticas
as da Miltefosina. Além disso, foi demonstrada sua eficacia sobre formas amastigotas
em concentragdes similares as da Miltefosina e 3 vezes menores que a do Glucantime.
A atividade leishmanicida da NTZ foi também demonstrada in vivo sobre
camundongos infectados com a L. (L.) donovani, apresentando reducéo de 85% da
carga parasitaria ap6s o tratamento oral com esse farmaco (ZHANG et al. 2010). No
homem foi utilizada por via oral para o tratamento de um portador de L. (L.) tropica,
tendo levado a resolucéo das lesGes sem registro de efeitos adversos (GURGEN,
2011).

Quanto ao possivel mecanismo de sua acdo, a analise ultra estrutural de
promastigotas de L. (L.) infantum e L. (L.) donovani tratados com a NTZ mostrou
alteracdes em nivel de mitocdndria, tais como inchacgo da organela e desaparecimento
da membrana, seguido pelo surgimento de progressivos vacuolos no citosol, ruptura
da membrana nuclear e condensacéo da cromatina (ZHANG et al. 2010; MESQUITA
et al., 2013). Estudos avaliando a despolarizacdo do potencial de membrana
mitrocondrial e exposicao de fosfatidilserina confirmaram a inducéo de apoptose apos
o tratamento com a NTZ (MESQUITA et al., 2013).

Antimetabdlitos de purina sdo amplamente utilizados no combate a uma série
de doencas e representam alternativas promissoras para o tratamento de diversas
protozoonoses (AL SALABI et al., 2005). O Alopurinol, um analogo de purina inibidor
da xantina oxidase, € clinicamente utilizado em pacientes com gota, reduzindo a

concentragéo plasmatica de acido urico nesses pacientes. A atividade leishmanicida
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do Alopurinol foi inicialmente descrita em 1974 por Pfaller e Marr, sendo atribuida a
inibicio da enzima hipoxantina-guanidinafosforibosiltransferase (HGPRT). E
considerado o tratamento de primeira linha no combate a leishmaniose visceral canina
(LVC), apresentando baixo custo e seguranca aos animais tratados (GINEL et al.,
1998).

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia do Alopurinol sobre formas
promastigotas de L. (L.) donovani, L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana, inibindo seu
crescimento. Recentemente foi demonstrada a atividade do Alopurinol sobre
amastigotas intracelulares de L. (L.) tropica resistentes a acdo do Glucantime (REZAEI
et al.,, 2013) e de L. (L.) donovani (NEAL et al., 1985). No homem, o Alopurinol foi
utilizado por via oral para o tratamento de pacientes infectados com a L. (V.)
panamensis, tendo levado a resolucdo das lesées em 80% dos pacientes tratados e
sem registro de efeitos adversos importantes (MARTINEZ et al., 1992). Na Figura 5
esté rerpresentada a férmula estrutural da NTZ e do Alopurinol.

Figura 5 - Representacao estrutural da nitazoxanida (C12HsN30sS) (A) e do Alopurinol-
(CsHsN4O) (B)

Fonte: (PUBCHEM, 2018)
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Com base nas evidéncias prévias da acao leishmanicida da NTZ e do
Alopurinol, o objetivo do presente estudo foi comparar a atividade in vitro desses
compostos sobre as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum

chagasi.
2.2. Objetivo especifico
1. Determinagao da Concentracao Efetiva de 50% (CEso) do Alopurinol e da NTZ sobre

as formas amastigotas intracelulares da L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi.

2. Avaliacdo da citotoxicidade dos dois compostos em culturas de macrofagos
provenientes da medula 6ssea de camundongos BALB/c.

3. Determinacéo do indice de seletividade desses compostos sobre as duas espécies

de Leishmania estudadas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencéo dos farmacos

O analogo de purina Alopurinol foi obtido da Sigma Aldrich. O derivado
nitrotiazolico Nitazoxanida foi adquirido da empresa Farmacoquimica/SA sob o nome
comercial de Annita®.

3.2. Animais de experimentacao

Hamsters Golden de ambos os sexos com 6-10 semanas de idade foram
adquiridos da empresa ANILAB, Paulinia, Sdo Paulo. Camundongos BALB/c fémeas
de 6-8 semanas de idade foram adquiridos do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) da Escola Paulista de Medicina,

Universidade Federal de Sao Paulo.

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Sao Paulo (CEP 2474200617e 3451200617).

3.3. Obtencao das formas amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum

chagasi

As cepas MHOM/BR/71973/M2269 da L. (L) amazonensis e
MHOM/BR/1972/LD da L. (L.) infantum chagasi utilizadas para a realizacdo dos
experimentos foram provenientes do Instituto Evandro Chagas (Belém, PA, Brasil) e
gentilmente cedidas pelo Dr. Jeffrey J. Shaw. As formas amastigotas da L. (L.)
amazonensis foram isoladas de lesdo de pata de hamsters previamente infectados
(4x107 parasitas/pata). As lesdes obtidas apdés 4-8 semanas de infeccdo foram
retiradas e recortadas com bisturi, colocadas em PBS e centrifugadas a 250 x g por
10 minutos. O numero de amastigotas presentes no sobrenadante obtido foi avaliado

por contagem em camara de Neubauer.

As formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi foram isoladas de baco de
hamsters previamente infectados com 1x108 parasitas por injecéo intraperitoneal de
acordo com o protocolo descrito por Barbiéri et al., 1990. Dois meses apos a infec¢ao
os animais foram submetidos a eutanasia, 0s bacos foram retirados e

homogeneizados com pistilo. As células foram ressuspensas em PBS ecentrifugadas
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a 250 x gpor 5 minutos. O nimero de amastigotas presentes no sedimento obtido foi

avaliado por contagem em camara de Neubauer.

3.4. Cultivo de macro6fagos de medula 6éssea de camundongos BALB/c e
infeccdo com formas amastigotas da L. (L.) amazonensise L. (L.) infantum

chagasi

Os macrofagos foram isolados do fémur dos camundongos BALB/c. Apos a
disseccédo das patas traseiras e isolamento dos 0ssos, as extremidades dos mesmos
foram cortadas, colocando-os em placa de Petri estéril contendo PBS. Cerca de 2 mL
de RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) previamente inativado a 56°C
(R10) foram injetados com seringa no fémur isolado, pressionando 0 meio no interior
do osso para a obtencgao de todo o conteudo da medula. Foi feito um “pool” das células
isoladas da medula do qual foi separada uma aliquota de 1 mL que foi centrifugada a
250 x g por 5 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 1 mL de ACK (NH4CI 155
mM, KHCOs 10 mM, EDTA 100 uM), incubado a temperatura ambiente durante 7
minutos e novamente centrifugado a 210 x g por 5 minutos. O precipitado obtido foi
ressuspenso em 1 mL de PBS e ap0s diluicdo apropriada em cristal violeta (200ul das
células + 50ul de cristal violeta 1 mg/mL em &cido acético 30%), as células foram
contadas em camara de Neubauer. Foram utilizadas 1x10°6 células por laminula de 13
mm de diametro inseridas em placas de 24 cavidades, utilizando por cavidade 500 pl
de RPMI 1640 contendo HEPES 15 mM, bicarbonato de sédio 20 mM, L-glutamina 1
mM, soro de cavalo 10% previamente inativado a 56 °C durante 1 hora e 30% do
sobrenadante de células L (L929). A diferenciacao das células em macrofagos ocorre
apos 3-5 dias, incubando-se as culturas a 37°C em estufa contendo 5% de CO2. Apds
a diferenciacéo os macréfagos foram mantidos por 24 horas em R10 e infectados com
amastigotas da L. (L.) amazonensis na proporcao de 1:1 e L. (L.) infantum chagasi na
proporcao 3:1 (parasita: macrofago) e mantidos a 37°C em estufa contendo 5% de
CO:a.

3.5. Avaliagdo da atividade leishmanicida do Alopurinol e da NTZ sobre

macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi

Os ensaios com Alopurinol e NTZ in vitro foram realizados incubando-se um
dos farmacos nas concentracbes desejadas com os macrofagos 24 horas apos a

infeccdo com 0s amastigotas. As culturas permaneceram por 3 dias na presenca dos
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farmacos mantendo-as a 37°C em estufa contendo 5% de CO2. Apds esse periodo 0s
macréfagos foram fixados durante 10 minutos com metanol 100% e corados por 10
minutos com Giemsa (Amersham). Apds a secagem, as laminulas foram fixadas com
Entelan (Amersham) em laminas de vidro, os macrofagos foram visualizados ao
microscépio Optico, procedendo-se as contagens com aumento de 1.000 X. A infeccao
foi expressa pelo indice de infeccao (Il) calculado multiplicando-se a porcentagem de
macrofagos infectados pela média do nimero de amastigotas por macréfago, sendo
contados no minimo 200 macrofagos por laminula em triplicatas. A CEso do
Alopurinole da NTZ sobre os amastigotas foi determinada utilizando-se o programa
GraphPadPrism, versdo 5.01. Como controle negativo do ensaio foram utilizados

macrofagos infectados nao tratados.
3.6. Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em macréfagos de medula 6éssea
de camundongos BALB/c incubados com Alopurinol ou NTZ em diferentes
concentracfes durante 3 dias em estufa a 37°C contendo 5% de CO2. A citotoxicidade
foi avaliada pelo método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazolio] segundo o protocolo descrito por Duttaet al., 2005. Apds o tratamento com
os farmacos, as culturas de macrofagos infectados foram incubadas com MTT (Sigma-
Aldrich) 5 mg/ml no escuro, a 37°C em estufa contendo 5% de CO:2 durante 4 horas.
Em seguida, o meio de cultura contendo MTT foi retirado e acrescentaram-se 200 pl
de dimetilsulféxido (DMSO) para a solubilizag&o total do formazan, o produto colorido
resultante da clivagem do MTT pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase,
sendo essa conversao realizada somente pelas células viaveis (Mosmann, 1983).
Apos a solubilizacdo, todo o volume foi transferido para placas de 96 cavidades
(Costar) e a absorbéncia foi lida a 540 nm utilizando-se microleitor de ELISA
(LabsystemsMultiskan). A concentragdo citotdxica de 50% (CCso) dos farmacos foi
determinada utilizando-se o programa GraphPadPrism, versao 5.01. O indice de
seletividade (IS) do Alopurinol e da NTZ foi determinado pela razéo entre os valores
daCCso, sobre os da CE50 desses farmacos previamente calculados, considerando-

se valores significantes quando 1S>3.
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3.7. Anélise estatistica

Para avaliar a significancia dos resultados foi feita a analise estatistica de todos
os experimentos pelos testes ANOVA disponiveis no programa GraphPadPrism

versao 5.01.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade leishmanicida do Alopurinol sobre macréfagos

infectados com a L. (L.) amazonensis

Os testes foram realizados em cultura de macrofagos de medula 6ssea de
camundongos apos 24 horas de infecgdo. Os ensaios foram feitos em triplicatas
mantendo as culturas durante trés dias em presenca do Alopurinol nas varias
concentracdes testadas, utilizando como controle negativo culturas em meio R10 na

auséncia do farmaco.

Os resultados desse experimento sdo mostrados no Grafico 3A, podendo-se
observar que o Alopurinol apresentou efeito leishmanicida significante a partir da
concentracdo 500 uM. As concentracées de 1500 pM e de 3000 uM essa a reducéo
foi de 2 a 4 vezes em relacdo ao grupo sem tratamento e significantes as demais
concentragdes, sendo o valor da CEso sobre os amastigotas intracelulares de 1.053
UM (Grafico 3B).

Gréfico 3: Efeito do Alopurinol sobre macr6fagos de camundongos BALB/c infectados

com al.(L.)amazonensis (A). Concentracgao efetiva de 50% (CEso) do Alopurinol sobre
0s amastigotas intracelulares da L. (L.) amazonensis (B). "P<0,0001.
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Também foi avaliada a citotoxicidade do Alopurinol sobre os macréfagos e os
resultados desses experimentos sdo mostrados no Grafico 4. Pode-se observar que
até a concentracdo 4 vezes maior do que a que destruiu significantemente os

amastigotas intracelulares o Alopurinol ndo apresentou toxicidade aos macréfagos,
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sendo o valor da CCso de 5.276 uM (Gréfico 4A e B). A partir desse dado foi calculado
o indice de Seletividade sobre a L. (L.) amazonensis (1S=5,0).
Gréfico 4: Efeito do Alopurinol sobre macréfagos de medula 6ssea de camundongos

BALB/c (A). Determinagdo da CCso do Alopurinol sobre macrofagos de medula 6ssea
de camundongos BALB/c (B)."P<0,0001.

A B

1501 80 -
Hl controle

250 pM
B 500w

1000 gM 60 -
100+ Bl 2000 gM CCy(5.276 gM

= - 3000 gM
Bl 000 M
7000 pM 401
20 7
£
0 T T T T 1
0-

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

o=
de morte

%

ol
o

% de viabilidade

Grupos
Log [Alopurinol]

4.2 Avaliacdo da atividade leishmanicida da nitazoxanida sobre macré6fagos

infectados com a L. (L.) amazonensis

Os dados da avaliacéo da atividade da NTZ sobre macroéfagos infectados com
a L. (L.) amazonensis sdo mostardos no Grafico 5. A partir da concentracao de 25 uM
houve reducao significante da carga parasitaria dos macréfagos e com 100 uM essa
reducao foi de 13 vezes em relacdo ao grupo sem tratamento. Com 150 uM e 200 puM
a NTZ destruiu 100% dos parasitas intracelulares (Gréafico 5A), sendo a CEso sobre os
amastigotas de 52,73 uM (Grafico 5B).
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Gréfico 5: Tratamento de macréfagos infectados com a L. (L.) amazonensis com
diferentes concentragdes da NTZ (A). Concentracédo efetiva de 50% (CEsg) da NTZ sobre
0s amastigotas intracelulares da L. (L.) amazonensis (B). "P<0,0001.
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Em seguida procedeu-se aos experimerntos de citoxicidade da da NTZ sobre
0s macrofagos de medula 6ssea de camundongos. Demonstrou-se que a NTZ nao
apresentou toxicidade aos macréfagos até concentracdes 4 vezes maiores do as que
apresentaram atividade leishmanicida significante sobre os amastigotas intracelulares
(Grafico 6A). No Gréfico 6B € mostrada a CCso da NTZ sobre os macréfagos (176,2
UM). A partir desse dado foi calculado o indice de seletividade da NTZ sobre a L. (L.)
amazonensis, sendo de 3,3.

Gréfico 6: Tratamento de macrofagos de medula 6ssea de camundongo BALB/c com

diferentes concentracdes da NTZ. (A). Determinacdo da CCs, da NTZ sobre macrofagos
de medula 6ssea de camundongos BALB/c (B). ‘P<0,0001.
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4.3 Avaliacéo da atividade do Alopurinol sobre macroéfagos infectados com a L.

(L.) infantum chagasi

Os dados da acéo do Alopurinol sobre os amastigotas intracelulares da L. (L.)
infantum chagasi sdo mostrados no Grafico 7. Pode-se observar que o Alopurinol
apresentou efeito leishmanicida significante a partir da concentracéo de 50 uM, sendo
a reducdo dos parasitas intracelulares gradativamente maior com concentracdes
crescentes do farmaco, sendo essa reducdo de 6 e 9 vezes, respectivamente, as
concentracdes de 1.500 e 3.000 uM (Grafico 7A). O valor da CEso do Alopurinol sobre
0s amastigotas da L. (L.) infantum chagasi foi de 211,3 uM (Grafico 7B).

Gréfico 7: Tratamento de macréfagos infectados com a L. (L.) infantum chagasi com

Alopurinol (A). Concentracéao efetiva de 50% (CEso) do Alopurinol sobre os amastigotas
intracelulares da L. (L.) infantum chagasi (B). ‘P<0,0001.

A B
EEm Controle
250+ = 50 M 1004
== 100 uM
=3 250 uM i
S 2001 =3 500 M 801 CEg=211,3pM
4 * 3 750 uM )
(8] -
) =3 1500 pM 5 60-
+= 150+ 3 3000 pM £
3 g 40
e * i
o 1004 N <
L *
-o -
E 50' * 20
[1¢
O- I-_-l O 1 T T 1
Grupos 0 1 2 3 4
Log [Alopurinol]

A partir da determinacdo dos valores da CEso do Alopurinol sobre os
amastigotas da L. (L.) infantum chagasi e da CCso sobre os macrofagos previamente
determinada (Grafico 4B) foi calculado o seu indice de seletividade para esse parasita,
sendo de 25.
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4.4 Avaliacéo da atividade leishmanicida da nitazoxanida sobre macrofagos
infectados com L. (L.) infantum chagasi

A infeccéo pela L. (L.) infantum chagasi foi significantemente reduzida a partir
de 12,5 uM da NTZ, sendo que a concentracdo de 100 uM essa reducédo foi de 15
vezes em relacdo aos controles sem tratamento. Semelhante aos resultados obtidos
com o tratamento dos macréfagos infectados com a L. (L.) amazonensis, a NTZ
reduziu 100% a infeccdo pela L. (L.) infantum chagasi quando utilizada as
concentracbes de 150 pM e 300 puM (Gréfico 8A). O valor da CEso sobre os
amastigotas intracelulares da L. (L.) infantum chagasi é de 36,75 uM (Gréfico 8B).
Grafico 8: Tratamento dos macrofagos infectados com a L. (L.) infantum chagasi com

diferentes concentragdes da NTZ (A). Concentracéo efetiva de 50% (CEsog) da NTZ sobre
os amastigotas intracelulares da L. (L.) infantum chagasi (B). "P<0,0001.
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A partir do valor da CCso da NTZ sobre os macrofagos previamente
determinado mostrado no Grafico 6B (176,2 uM) foi calculado o seu indice de
seletividade sobre a L. (L.) infantum chagasi, sendo de 4,8.
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5. DISCUSSAO

Doencas negligenciadas como as leishmanioses sdo apontadas como um
importante problema de saude publica, afetando milhares de pessoas todos os anos.
Sua terapéutica é considerada um grande desafio, tendo em vista fatores como a
toxicidade dos farmacos atualmente em uso e o0 aparecimento de resisténcia de
Leishmania a varios desses compostos. Desta forma, o reposicionamento de
farmacos disponiveis no mercado para o tratamento das leishmanioses constitui uma
alternativa promissora, promovendo a extensdao de patentes a custo e tempo
reduzidos. Dentro dessa perspectiva, o presente trabalho analisou a atividade

leishmanicida da nitazoxanida (NTZ) e do Alopurinol.

Nossos dados demonstraram que a NTZ foi capaz de exercer atividade sobre
a L. (L.) amazonensis em concentracdes na ordem de micromolar e apresentou indice
de seletividade satisfatério, pois nao foi toxica a célula hospedeira em concentracdes
até 3 vezes maiores do que as que promoveram atividade leishmanicida. A NTZ
também exerceu atividade sobre a L. (L.) infantum chagasi, ndo sendo toxica até
concentracdes 8 vezes maiores comparadas as que destruiram significantemente os

parasitas intracelulres.

Esses resultados corroboram dados prévios da literatura que mostraram a acao
da NTZ sobre a L. (L.) donovani, agente da leishmaniose visceral na india e Africa,
abrindo a perspectiva de testar a sua acao sobre a leishmaniose visceral in vivo,
principalmente no cdo que é o reservatorio epidemiologicamente importante da LV
nos paises do Mediterraneo e nas Américas. Considerando que o cdo néo responde
satisfatoriamente a terapia convencional da LV, a NTZ pode constituir uma alternativa
promissora para o tratamento da doenca canina. Além disso, a acdo da NTZ
demonstrada in vitro sobre a L. (L.) amazonensis abre a perspectiva da sua possivel
utilizagdo também para o tratamento da leishmaniose cutédnea, em concordancia com
os dados da literatura que demonstraram asua agao sobre a L. (L.) tropica, espécie

causadora da leishmaniose cutanea no Velho Mundo (GURGEN, 2011).

Sabe-se que a NTZ inibe a piruvato ferredoxina oxidoredutase, enzima vital
para o metabolismo intermediario em protozoarios anaerobicos como Trichomonas
vaginalis e Entamoeba histolytica (HOFFMAN et al., 2007). Os estudos demonstraram

que ela € capaz de inibir os primeiros passos da reacdo da piruvato ferredoxina
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oxidorredutase, bloqueando a formacgéo de CO: e AcetilCoA (HOFFMAN et al., 2007).
Farmacos capazes bloquear a forforilacdo oxidativa rapidamente promovem a
producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio que desempenham papel
fundamental na inducédo de apoptose, pois sdo capazes de promover a transi¢cao da
permeabilidade mitocondrial permitindo a liberacdo de fatores pro-apoptéticos, tais
como o citocromo c e o fator indutor de apoptose (AIF) que participam de eventos

necessarios para completar o programa de morte celular.

Levando em conta a necessidade de novos alvos bioquimicos em Leishmania,
a pesquisa por farmacos que afetam o metabolismo mitocondrial constitui uma
interessante estratégia para busca de novos compostos terapéuticos contra
protozoarios. Sabendo-se que a sobrevida de Leishmania depende do adequado
funcionamento da mitocéndria e que nestes protozoarios a mitocondria é Unica, é
promissor explorar farmacos que afetam essa organela, uma vez que esses parasitas
tém capacidade reduzida de compensar os danos de uma mitocondria danificada
(MESQUITA, 2013). Além disso, tal mecanismo de acao permite menor risco de
resisténcia parasitaria, além da boa tolerabilidade e aceitabilidade da NTZ pelo
hospedeiro (ZHANG et.al., 2010). Embora o mecanismo de acdo da NTZ sobre a L.
(L.) amazonensis e a L. (L.) infantum chagasi ndo sejam conhecidos, estudos para

elucida-lo estdo em andamento.

No presente estudo também foi investigada a acdo do Alopurinol, um analogo
de purina inibidor da xantina oxidase, sobre as formas amastigotas da L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi. Foi demonstrado que esse farmaco
apresentou atividade leishmanicida significante sobre ambas as espécies, além de
indice de seletividade satisfatério, ndo apresentando toxicidade a célula hospedeira
até concentracbes 6 vezes maiores do que as que promoveram atividade
leishmanicida sobre L. (L.) amazonensis e até 60 vezes maiores sobre L. (L.) infantum

chagasi.

Os dados apresentados corroboram estudos prévios que demonstraram a
atividade desse farmaco sobre as formas amastigotas de um isolado de L. (L.) tropica
resistente ao antimoniato de meglumina, tendo promovido a reduc¢éo de 7,5 vezes do
namero de macréfagos infectados, assim como do numero de amastigotas por

macrofago que foi aproximadamente 10 vezes menor que o do grupo controle
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(REZAEI et al., 2013). Sua atividade leishmanicida também foi reportada em pacientes
portadores de L. (V.) panamensis, tendo levado a resolucéo das lesdes em 80% dos

casos sem registro de efeitos adversos importantes (MARTINEZ et al., 1992).

A atividade do Alopurinol na destruicdo dos amastigotas da L. (L.) infantum
chagasi e o alto indice de seletividade sobre esse parasita corroboram a sua eficacia
para o tratamento da leishmaniose visceral canina em concentragdes nao toxicas para
0s animais. Entretanto, o tratamento com Alopurinol ndo leva a cura parasitolégica
dos cées e somente o tratamento intermitente com esse farmaco evita as recidivas da
doenca nos cédes tratados. Por outro lado, a longa duracdo do tratamento
potencialmente pode levar a selecdo de resisténcia que foi recentemente
demonstrada em L. (L.) infantum chagasi isolada de cées tratados com Alopurinol com
recidiva da doenca (YASUR-LANDAU et al., 2016).

Esses dados e os resultados do presente estudo que mostraram a acdo da NTZ
sobre a L. (L.) infantum chagasi abrem a perspectiva de testar o efeito da associagéo
desses farmacos sobre a infeccdo por esse parasita. Esses ensaios estdo em
andamento em nosso laboratorio e resultados prévios mostraram a possivel acédo
sinergistica entre o Alopurinol e a NTZ na destruicdo dos amastigotas da L. (L.)
infantum chagasi. Se confirmados, esses dados justificardo estender o tratamento da
LVC com esses farmacos em associacdo com a expectativa de evitar as recidivas da

doenca recorrentes da terapia com o Alopurinol.
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6. CONCLUSAO

Considerando as doses de ambos os farmacos utilizados no homem, no caso
do Alopurinol para o tratamento da gota, recomenda-se iniciar o tratamento com uma
dose baixa 100 mg/dia a fim de reduzir os riscos de reacfes adversas. A dose deve
ser aumentada somente se a resposta referente a reducéo de urato for insatisfatoria.
Se for requerida uma dosagem em funcédo de mg/kg de peso corporal, a dosagem de
2 a 10 mg/kg de peso corporal por dia deve ser usada (TATIANA DE CAMPQOS, 2018).
No caso da NTZ para o tratamento de parasitoses, recomenda-se 7,5 mg por kg, duas
vezes por dia (MARCIA WEISS I. CAMPOS, 2015).

Nota-se neste experimento que, as concentracdes que obtiveram éxito em
matar os amastigotas de ambas as espécies do parasita sdo significativamente
menores as utilizadas nos tratamentos. Podendo ser testadas no tratamento da

leishmaniose in vivo com menor potencial para toxicidade.

Apesar da diferenca significante entre o indice de seletividade do Alopurinol
sobre as duas espécies estudadas, tendo-se demonstrado que esse indice € 5 vezes
maior contra a L. (L.) infantum chagasi, verificou-se que ele é aceitavel sobre a L. (L.)
amazonensis, abrindo ainda mais perspectiva de testar a acdo desse farmaco contra

esse parasita in vivo.

E importante ressaltar ainda que efeito leishmanicida similar contra as duas
espécies estudadas é obtido com Glucantime, o antimonial pentavalente
frequentemente utilizado como o primeiro farmaco de escolha para o tratamento das
leishmanioses. Entretanto, concentracdes significantemente maiores de antimonial
sd0 necessarias para destruir os amastigotas dessas espécies comparadas as
utilizadas no presente estudo (dados ndo mostrados) e um dos efeitos adversos do
tratamento com antimoniais € a toxicidade principalmente devida as altas doses

necessarias para a remissao das varias formas das leishmanioses.

Em concluséo, os resultados apresentados indicam a validade de estender
esse estudo na infecc¢do in vivo pelas duas espécies estudadas. Além disso, como ja
ressaltado, os dados abriram a perspectiva de avaliar o efeito da associacao desses

farmacos no tratamento da LVC.
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