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ESTUDO DO EFEITO E MECANISMO DE ACAO DA EPIGALOCATEQUINA-3-
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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Job Domingos Inacio Filho

A leishmaniose é uma doenca causada por espécies de protozoarios parasitos do
género Leishmania. E endémica em mais de 98 paises e 350 milhGes de pessoas
vivem em local de risco da infeccdo, sendo o parasito da espécie Leishmania
braziliensis o maior responsavel pela doenca no Brasil. Compostos naturais
apresentam significante atividade antiprotozoarios, sem elevada toxicidade. A
epigalocatequina-3-galato (EGCG), principal catequina do ch& verde, é um
flavondide que apresenta propriedades farmacoldgicas, como atividades
antiinflamatdrias, microbicida e atividades tripanosomicidas. No presente estudo,
demonstramos 0 mecanismo de acdo da EGCG em promastigotas e amastigotas de
L. braziliensis, e a sua atividade in vivo. A EGCG inibiu a proliferacdo de
promastigotas do parasito de maneira dose dependente apresentando uma inibicéo
de 69,6% em 72 horas com a concentragdo de 500uM, com ICso de 278,5uM.
Alteracdes nos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) foram
observadas em promastigotas de L. braziliensis tratadas com concentracdes
crescentes de EGCG. Esta producéo foi prevenida pela pré-incubacao com catalase
e PEG-catalase. EGCG também causou disfuncdo mitocondrial, gerando uma perda
no potencial de membrana mitocondrial (Awm), quantificado por Rodamina 123 e JC-
1, além de causar uma diminuicdo da atividade da tripanotiona redutase, enzima
responsavel no balaco redox do parasito. Observamos também que, em
amastigotas, EGCG causou uma inibicdo de 73% e 77,7% no indice de infeccdo na
concentragéo de 12uM em 24 e 72 horas respectivamente, apresentando um ICso de
4,4uM e 3,5uM no tempo de 24 e 72 horas respectivamente. Assim como em
promastigotas, EGCG foi capaz de gerar producdo de ERO em amastigotas, que foi
prevenida com catalase e PEG-catalase. No estudo do efeito em camundongos
BALB/c infectados com L. braziliensis observamos uma diferenca significativa do
tamanho da lesao do grupo tratado com EGCG comparado ao grupo controle, o qual
recebeu PBS (veiculo do composto utilizado). Ensaios de toxicidade revelaram que o
composto ndo causou danos renais ou hepaticos, demonstrando a sua eficacia e
seguranca.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Job Domingos Inacio Filho

Leishmaniasis is a disease caused by protozoan species of the genus Leishmania. It
is endemic in more than 98 countries and 350 million people live in a risk of infection,
the parasite of species Leishmania braziliensis is the most responsible for disease in
Brazil. Currently, natural compounds have significant antiprotozoal activity without
high toxicity. The epigallocatechin-3-gallate (EGCG), the major catechin in green tea,
is a flavonoid that has pharmacological properties such as anti-inflammatory,
microbicidal and trypanocidal activities. In the present study, we demonstrated the
mechanism of action of EGCG in promastigotes and amastigotes of L. braziliensis,
and its activity in vivo. EGCG inhibits the proliferation of the parasite promastigote in
a dose dependent manner showing an inhibition of 69,6% in 72 hours with a
concentration of 500uM, with IC50 of 278,5uM. Changes in the levels of production of
reactive oxygen species (ROS) were observed in promastigotes of L. braziliensis
treated with increasing concentrations of EGCG. This production was reversed by
pre-incubation with catalase and PEG-catalase. EGCG also caused mitochondrial
dysfunction, causing a loss in mitochondrial membrane potential (Aym), measured
using rhodamine 123 and JC-1, in addition EGCG caused a decrease in activity of
trypanothione reductase, the enzyme responsible for the balance redox in parasite.
We also note that, in amastigotes EGCG caused an inhibition of 73,04% and 77,71%
at the index of infection at a concentration of 12uM in 24 and 72 hours respectively,
showing an ICso of 4,45uM and 3,5uM at 24 and 72 hours respectively. As in
promastigote, EGCG caused ROS production in amastigotes, which were reversed
with catalase and PEG-catalase. In the study of the effect in BALB/c mice infected
with L. braziliensis was observed a significant difference in lesion size in the group
treated with EGCG compared to the control group, which received PBS (vehicle
compound used). Toxicity tests have shown that the compound did not cause kidney
or liver damage, demonstrating its efficacy and safety.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doengas tropicais negligenciadas

Doencas infecciosas causadas por parasitos sdo uma grande ameaca para a
humanidade. Em todo o mundo, mais de 1 bilhdo de pessoas estdo diretamente
expostas a parasitos tropicais que sdo causadores de uma grande gama de
doencas, como por exemplo: leishmaniose (Leishmania spp.), tripanossomiases
(Trypanosoma spp.), esquistossomose (Schistosoma spp.), filariose linfatica (Brugia
sp, Wuchereria bancrofti), oncocercose (Onchocerca volvulus), malaria (Plasmudiun
spp) dentre outras (Ndjonka e cols, 2013). De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), essas doencas fazem parte do programa de doencas tropicais
negligenciadas (DTNSs).

As DTNs estdo diretamente relacionadas a condicGes precéarias de vida e
baixo indice de desenvolvimento humano (IDH). No Brasil ocorre uma maior
prevaléncia dessas doencas em regides menos favorecidas economicamente,
principalmente nas regidbes Norte e Nordeste (Boelaert e cols, 2010; Lindoso e
Lindoso, 2009). Em 1975 foi criado o Programa Especial de Investigacdo e
Capacitacdo no Dominio das Doencas Tropicais (Training in Tropical Diseases —
TDR), co-patrocinado pelo Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF),
Banco Mundial e OMS. O TDR € um programa de colaboracéo cientifica que ajuda a
coordenar, apoiar e influenciar os esfor¢cos globais para combate das principais

doencas dos paises pobres e desfavorecidos (TDR, 2010).
1.2 Leishmanioses

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas ao redor do mundo (Figura 1;
Figura 2). Presentes em 98 paises, causam cerca de 1,6 milhdo de novos casos por
ano (500 mil casos de leishmaniose visceral e 1,1 milhdo casos de leishmaniose

tegumentar), provocando cerca de 60 mil ébitos (WHO, 2010; Alvar e cols, 2012).



Namero de casos notificados, 2005-2009 »

o <1000 3 Casos notificados anteriormente o /
> " ® 1000-4999 2 Nenhum caso notificado
@ 5000-24 999

@

Figura 1 - Distribuicdo da leishmaniose visceral ao redor do mundo. (Adaptado de
WHO, 2010)

Numero de casos notificados, 2005-2009 }
o <1000 [ED Casos notificados anteriormente @ /
o 1000-499 [ Nenhum caso notificado
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@

Figura 2 - Distribuicéo da leishmaniose tegumentar ao redor do mundo. (Adaptado de
WHO, 2010)



1.2.1 Vetores daleishmaniose

As formas clinicas das leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies
do género Leishmania que séo transmitidas durante o repasto sanguineo da fémea
do flebotomineo (ordem Diptera, familia Psychodidea, subfamilia Phlebotominae).
S&o insetos de pequeno porte, medindo de 2 a 3 mm, apresentando em seu corpo
intensa pilosidade. Somente as fémeas dos flebotomineos sdo hematofagas, mas
tanto machos quanto as fémeas, se alimentam de seiva vegetal, sua principal fonte
de carboidratos (Vannier-Santos e cols. 2002). Dois géneros de flebotomineos sao
responsaveis por transmitir a Leishmania para os hospedeiros vertebrados:
Lutzomyia, no Novo Mundo (Figura 3a) e Phlebotomus, no Velho Mundo (Figura 3b)
(Shukla e cols, 2010). Os hospedeiros vertebrados incluem grandes variedades de
mamiferos: roedores, endentados (tatu, tamandua, preguica), marsupiais (gamba),
canideos e primatas, incluindo o homem (Grimaldi e cols, 1991; Neuber, 2008).

Figura 3 — Vetores da leishmaniose. (a) Lutzomyia; (b) Phlebotomus
(Disponivel em: http://www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2003/Leishmania/Vector
%20and%?20Reservoirs1.html)

1.2.2 Parasito Leishmania

Os protozoarios parasitos do género Leishmania foram descritos pela primeira
vez por Leishman e Donovan, no final do século XIX (Rey, 2008). Estes parasitos
sao flagelados da familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. Essa ordem é
caracterizada por apresentar uma Unica mitocondria rica em DNA mitocondrial,
denominado cinetoplasto. (Simpson, 1987). Os tripanosomatideos apresentam uma

rede de microtubulos subpeliculares bastante rigida, conferindo a estes protozoarios


http://www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2003/Leishmania/Vector

formas celulares bem definidas durante seu ciclo biolégico: amastigotas e
promastigotas (Figura 4) (Chang e Fong, 1983). As formas amastigotas apresentam-
se tipicamente ovoides ou esféricas. A membrana plasmatica, o citoplasma, um
anico nucleo esferdéide ou ovéide e o cinetoplasto em forma de bastdo pequeno —
situado na maioria das vezes proximo do nucleo — sdo distintos da forma
promastigota. Nao ha flagelo livre, apenas um rudimento que esta presente na bolsa
flagelar, uma invaginacdo da superficie do parasito. As formas promastigotas séo
alongadas, de sua regiao anterior (bolsa flagelar) emerge um flagelo livre. No
citoplasma, o nucleo assemelha-se ao existente na forma amastigota. O cinetoplasto
€ geralmente ovoide e situado entre a extremidade da regido anterior e o nucleo,

variando bastante em sua posicéo (Vannier-Santos e cols, 2002).

Figura 4 — Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Figura esquemética
mostrando o nucleo, cinetoplasto, flagelo e mitocéndria de forma amastigota e promastigota.
(Disponivel em: http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/ html/morfologia.htm)

A sistemética do género Leishmania apresenta grande complexidade, com a
introducdo de dois niveis intermediarios de subgénero e complexo, conforme

ilustrado na Figura 5.
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FaMiLIA TRYPANOSOMATIDAE

GENERO ® '3—3_.,‘1:y 5, % %, 3 2,
E
% % % %%a. h * %,
]
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L. pifamol
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Figura 5 - Taxonomia da familia Trypanosomatidae. (Adaptado de Chan-Bacab e Pefa-
Rodrigues, 2001).

1.2.3 Ciclo biologico

Uma caracteristica marcante, comum a todas as espécies de Leishmania, € a
capacidade de estabelecer o parasitismo intracelular, preferencialmente em
fagdcitos mononucleares do hospedeiro vertebrado (Chang 1983; Chang e Fong
1983; van Zandbergen e cols, 2004). No hospedeiro vertebrado, o parasito
apresenta-se sob a forma amastigota, que se multiplica por divisdo binéaria, dentro do
fagolisossoma do macréfago infectado. Este macrofago rompe-se, liberando os
amastigotas, podendo infectar novos macréfagos. Durante o repasto sangiiineo dos
flebotomineos, os amastigotas presentes nos macrofagos da pele, no liquido
intersticial (devido ao rompimento dos macréfagos) ou no sangue (no plasma ou no
interior de mondcitos, no caso de calazar) ao serem sugados, se transformam em
promastigotas prociclicos, os quais se multiplicam por divisdo binaria, no trato
digestivo do inseto vetores, povoando as regides do proventriculo e do eséfago. Os

promastigotas sofrem subsequentes modificacbes morfoldégicas e bioquimicas,
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passando de um estagio ndo infectivo (prociclico) para um infectivo (metaciclico) —
este processo € denominado metaciclogénese —, migrando para a faringe (Sacks,
1989; Sacks e Kamhawi 2001). Quando o vetor infectado realiza o repasto
sanguineo, regurgita os promastigotas infectivos (metaciclicos), entdo estas formas
serdo fagocitadas pelas células fagocitarias mononucleares do hospedeiro, 0s
macrofagos. Durante a fagocitose, 0s promastigotas sao englobados em
fagossomos que se fundem com endossomos e lisossomos, formando
fagolisossomos ou vacuolos parasitéforos (Vannier-Santos e cols, 2002). Dentro do
fagolisossomo os promastigotas se transformam em amastigotas, que se multiplicam
e causam a lise do macrofago. Estes amastigotas livres poderdo infectar outros
macrofagos continuando o ciclo (Lainson e cols, 1987; Glew e cols, 1988). Além do
repasto sanguineo, transfusdo de sangue, hemodilise, transplante e a transmissao
congénita foram relatados como formas de transmissdo da leishmaniose (Vannier-
Santos e cols, 2002).
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1.2.4 Manifestagdes clinicas das leishmanioses

As leishmanioses apresentam uma variedade de manifestacdes clinicas que

variam de simples lesdes cutaneas a doenca sistémica fatal. No homem, a

leishmaniose pode apresentar duas manifesta¢des clinicas distintas: leishmaniose

tegumentar e leishmaniose visceral. A leishmaniose tegumentar compreende varias

formas clinicas que dependem da espécie de Leishmania envolvida, bem como o

tipo de resposta imune do hospedeiro. Ja a visceral, forma mais grave da doenca,

pode levar o individuo acometido a 6bito caso ndo haja tratamento (EI-On, 2009;
Santos e cols, 2008).

Na Tabela 1 sdo descritas as espécies de Leishmania que estdo relacionadas

com a sua forma clinica, bem como a sua distribuicdo geografica. No Brasil, as

espécies de maior importancia sdo Leishmania braziliensis, L. guyanensis, L.

amazonensis e L. infantum (syn L. chagasi).

Tabela 1 — Espécies causadoras de Leishmaniose em seres humanos.

Tropismo principal

Principal
forma clinica

Distribuicao

geogréfica

Novo Mundo

L. (Viannia)
braziliensis

L. (Viannia)
panamensis

L. (Viannia)
peruviana

L. (Viannia)
guyanensis

L. (Viannia) lainsoni
L. (Viannia)
colombiensis

L. (Leishmania)
amazonensis
L. (Leishmania)
mexicana

Dermotrépica/Mucotrépica

Dermotrépica/Mucotrépica

Dermotropica

Dermotrépica
Dermotrépica

Dermotropica
Dermotropica

Dermotrépica

LCL, mucosa

LCL, mucosa

LCL

LCL
LCL
LCL

LCL, LCD

LCL, LCD

América do Sul,
partes da América
Central, México
Norte da América do
Sul e sul da América
Central

Peru

América do Sul

América do Sul
Norte da América do
Sul

América do Sul

Ameérica Central,
México, EUA



L. (Leishmania)

. . Dermotropica LCL Ameérica do Sul
pifanoi
L. (Lelshmar1.|a) e LCL Norte da América do
venezuelensis Sul
L. (Leish [ - L
(Leis T”a”'a) Dermotropica LCL Ameérica do Sul
garnhami
Velho Mundo
L. (Leishmania L. I A
( : ! . @) Dermotropica LCL, LCD Etiopia, Quénia
aethiopica
L.' .(Lellshmanla) Dermotropica LCL Norte da Africa
Killicki
L. (Leishmania) Asia Central, norte da
rr;a'or Dermotrépica LCL Africa, Oriente Médio,
J oeste da Africa
Asia Central, Oriente
L. (Leishmania) - Médio, parte do norte
. D LCL .
tropica ermotropica c da Africa, sudeste da
Asia
L. (Leishmani : - - : Africa, Asia Central,
(Leis manla) Viscerotropica/Dermotropica  Visceral, LCL rica, Asia en,rall
donovani sudeste da Asia
Novo e Velho
Mundo
Europa, norte da
L. (Leishmania) Visceral LCL Africa, América

infantum*

Central, América do
Sul

(Adaptado de Reithinger e cols, 2007; WHO, 2010). LCL = Leishmaniose Cutanea
Localizada. LCD = Leishmaniose Cutaneo-Difusa. Sudeste da Asia inclui India e China. Em
negrito, principais espécies de Leishmania do Brasil. *syn L. (Leishmania) chagasi

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) € a forma mais prevalente da doenca,

causada principalmente pelas espécies de Leishmania dermotrépicas (Goto e
Lindoso, 2010). As lesbes usualmente sdo encontradas em partes expostas da
superficie corporal como maos, rosto ou pernas (Figura 7a) (Neuber, 2008; David e
Craft, 2009). Essa forma clinica tem como seu primeiro sinal um pequeno eritema
inchado e avermelhado que surge ap6s um periodo variavel no local da inoculacao.
O eritema se desenvolve em uma papula e em seguida como um nodulo que,

progressivamente ulcera em um periodo de duas semanas a seis meses,
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transformando-se em uma lesdo caracteristica da LCL. As lesBes se apresentam
como Ulcera de superficie plana com margens aumentadas e bem delimitadas que
podem se tornar auto-resolutivas, mas em alguns casos podem ndo curar
espontaneamente (Reithinger e cols, 2007)

A forma disseminada da leishmaniose cutanea é relativamente rara, podendo
ser observada em até 2% dos casos (Goto e Lindoso, 2010). Tem sido descrito que
esta sindrome esta relacionada com associacdo de L. braziliensis, L. panamensis, L.
guyaniensis com infeccdo de L. amazonensis (WHO, 2010). Esta forma de
apresentacao € caracterizada pelo aparecimento de multiplas les6es papulares e de
aparéncia acneiforme que acometem duas ou mais areas ndo contiguas do corpo
(Figura 7b). As razdes para o desenvolvimento da leishmaniose disseminada ainda
nao foram estabelecidas, entretanto, fatores do parasito, hospedeiro e ambientais
podem favorecer a disseminacdo do parasito no hospedeiro (Turetz e cols, 2002).

A leishmaniose mucocutanea € caracterizada pela destruicdo das cavidades
oral, nasal e faringeana, frequentemente envolvendo lesdes desfigurantes (Figura
7c). Na maioria dos casos, ela resulta da evolugéo cronica da forma cutanea, curada
sem tratamento ou com tratamento inadequado (Goto e Lindoso, 2010; Neuber
2008). Infeccbes causadas por L. braziliensis podem sofrer metastase para
membrana mucosa, dando origem a forma mucocutanea da doenca (Neuber, 2008).
Entretanto, ha descricbes de casos desse tipo de manifestagcdo associados a L.
guyanensis, L. panamensis, L. amazonensis e L. major (Goto e Lindoso, 2010).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) constitui uma forma clinica rara, porém
grave, que ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta
imune celular a antigenos de Leishmania (Bailey e cols, 2007; Ministério da Saude,
2007). Inicia-se com uma lesdo Unica que evolui de forma lenta com formacao de
placas e multiplas nodulacdes espalhadas pelo corpo, que se diferem das lesdes da
forma disseminada por serem ndao-ulceradas, resultante da disseminacdo do
parasito através dos vasos linfaticos, ou por migracdo de macrofagos infectados
(Figura 7d) (Neves, 2005).

A forma clinica mais grave dessa doenca € conhecida como leishmaniose

visceral (LV). A sua manifestacdo depende do tipo de Leishmania envolvida e do



estado imunoldgico do hospedeiro (Neuber, 2008). Devido ao viscerotropismo desta
espécie, os individuos acometidos apresentam comprometimento de diversos
orgaos como baco, figado, linfonodos e medula 6ssea (Figura 7e). Caracteriza-se
por febre irregular de intensidade média e de longa duracdo, esplenomegalia e
hepatomegalia, podendo provocar 6bito nos casos ndo tratados (Maltezou, 2010;

Osman e cols, 2000).

Figura 7 — Formas clinicas da leishmaniose. (a) Leishmaniose cutédnea localizada; (b)
Leishmaniose cutanea disseminada; (c) Lesdo de leishmaniose mucocutanea; (d)
leishmaniose cutaneo-difusa; (e) leishmaniose visceral. (Neuber, 2008; Ministério da Saude,
2007)

1.3 Quimioterapia

As opcdes terapéuticas utilizadas para o controle das leishmanioses estao
associadas a diversos problemas, como baixa eficacia, alta toxicidade, dificuldade
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de administracdo, altos custos e crescente resisténcia. Apesar das diferencas
existentes entre as varias espécies de Leishmania a suscetibilidade a farmacos e as
varias formas de manifestacdo da doenca, o0s medicamentos usualmente
empregados nos tratamentos sdo 0os mesmos para as varias formas da doenca
(Goto e Lindoso, 2010).

1.3.1 Antimoniais pentavalentes

O tartaro emético, um antimonial trivalente utilizado empiricamente ha séculos
para diversas doengas, foi instituido como tratamento da leishmaniose em 1912 por
Gaspar Vianna, médico e pesquisador do Instituto de Patologia Experimental de
Manguinhos, atual Instituto Oswaldo Cruz (Vianna, 1912). Desde entdo, o0s
antimoniais sofreram varias modificacfes para diminuir seus efeitos toxicos. A partir
da década de 40, o tratamento de primeira escolha contra esta infeccdo passou a
basear-se no uso de antimoniais em sua forma pentavalente, mais refinada e com
efeitos colaterais menos severos que 0s antimoniais trivalentes (Goodwin, 1995;
Singh e cols, 2004). Atualmente, os antimoniais séo disponibilizados comercialmente
em duas formulagdes: antimoniato de N-metilglucamina (antimoniato de meglumina)
(Glucantime®) que contém 81mg SB>*/mL e o estibogluconato de sédio (Pentostam
®) que contém 100mg SB>/mL (WHO, 2010).

Ainda hoje, o tratamento de todos os tipos de leishmaniose baseia-se nos
antimoniais pentavalentes, administrados por via intramuscular ou endovenosa,
sendo distribuido em alta concentracdo no figado e baco. No figado, eles sao
biotrasnformados em seu estado trivalente e certa de 50% do antimdnio é excretado
a partir de 24 a 76 horas pela urina (Krauth-Siegel e Inhoff, 2003). O mecanismo de
acdo dos antimoniais pentavalentes ainda nao foi completamente elucidado, mas
sua acgao leishmanicida depende da reducéo in vivo da forma pentavalente para a
forma trivalente. Entretanto, h& indicativos de que este composto iniba enzimas
glicoliticas e a oxidacdo de acidos graxos nas formas amastigotas do parasito,
reduzindo a formacédo de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP)
(Singh e cols, 2004)
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A eficacia dos antimoniais varia de acordo com a espécie de Leishmania
envolvida na infeccdo e com a manifestacdo clinica da doenca (Goto e Lindoso,
2010). Casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes sdo frequentemente
relatados. Inicialmente, a dosagem de antimonial indicada era de 10mg/kg durante 6
a 10 dias, com uma taxa de cura maior que 90%. Entretanto, apos a primeira falha
do tratamento ocorrida na india em 1980, altas doses e esquemas de tratamento
prolongados (20mg/kg por 30 dias) foram gradualmente introduzidos. Esse evento
ocorreu simultaneamente com o0 aumento das taxas de resisténcia a esse
medicamento (Maltezou, 2010). Os antimoniais sdo medicamentos injetaveis, que
devem ser administrados diariamente por longos periodos, o que frequentemente
requer hospitalizacdo, acarretando desconforto para o paciente e alto custo. Além
disso, causam varios efeitos colaterais, tais como: nausea, dor abdominal, mialgia,
nefrotoxicidade, pancreatite, arritmia cardiaca e hepatite, levando a reducédo ou
interrupcdo do tratamento (Gasser e cols, 1994; Sundar e cols, 1998). A persisténcia
dos antimoniais no tratamento da leishmaniose durante tanto tempo, ndo deve ser
interpretada como uma vantagem. Ao contrario, pois apresentam além dos
inconvenientes ja citados, varias limitagcdes que tem comprometido sua utilizacéo,
como eficacia variavel em relacdo a leishmaniose cutanea e visceral, além dos

casos de resisténcia (Croft e Coombs, 2003).
1.3.2 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiético e antifungico poliénico também utilizado no
tratamento da leishmaniose sendo o medicamento de primeira escolha em algumas
partes do mundo (Goto e Lindoso, 2010). Sua atividade leishmanicida € atribuida a
sua afinidade pelo ergosterol, um esterol amplamente encontrado na membrana de
Leishmania e ausente em membranas de células de mamiferos formando poros na
membrana do parasito, levando-os a morte (Singh e Sivakumar, 2004). No entanto,
esse composto também se liga em menores proporcdes ao colesterol presente nas
membranas celulares de mamiferos, induzindo efeitos adversos sobre o0s pacientes,
como: anafilaxia, trombocitopenia, dores generalizadas, calafrios, febre, flebite,

anemia, convulsdes, anorexia e nefrotoxicidade (Carvalho e cols., 2000).
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A anfotericina B € administrada através de infusdo venosa e produz febre,
calafrio e dor nas articulagcfes. A sua utilizacdo requer hospitalizacao prolongada e
um acompanhamento rigoroso (Mishra e cols, 2007). A anfotericina B constitui uma
Opgao em pacientes que apresentam resisténcia ao tratamento com antimoniais. O
principal fator limitante quanto ao uso deste farmaco € sua toxicidade. Entretanto,
novas formulacdes lipidicas desse farmaco possibilitaram uma diminuicdo dos
efeitos toxicos e maior efetividade. Estas formulacdes incluem a anfotericina B
lipossomal (L-AmB: Ambisome®), dispersado coloidal de anfotericina B (ABCD:
Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B (ABL: Abelcet®) (Mishra e cols, 2009;
Singh e cols, 2009). Formulacdes lipossomais de anfotericina B constituem o
tratamento de primeira escolha em paises endémicos no sul da Europa e em outros
paises desenvolvidos. Entretanto, essas formulacdes apresentam um alto custo,
dificultando sua utilizagdo em paises pobres, nos quais a escolha do tratamento

depende mais do custo do que da eficacia ou toxicidade (Maltezou, 2010).
1.3.3 Pentamidina

A pentamidina € uma poliamina administrada por via parenteral, utilizada como
segunda escolha no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral resistentes
aos antimoniais (Piscopo e Mallia, 2006) e no tratamento da leishmaniose cutanea e
visceral em algumas regibes do Novo Mundo (Goto e Lindoso, 2010), podendo
também ser utilizada como o medicamento de primeira escolha (David e Craft,
2009). A pentamidina desencadeia a morte do parasito por interferir na sintese do
seu DNA, induzindo modificacbes na morfologia do cinetoplasto e fragmentacao
mitocondrial (Goto e Lindoso, 2010; David e Craft, 2009). A pentamidina é
comercializada em duas formulagdes: Isotionato (di-B-hidroxietano sulfonato) e
Mesilato (di-B-hidroximetilssulfonato) (Ministério da Saude, 2007). Entretanto, o uso
deste farmaco tem sido limitado devido a sua toxicidade levando a sintomas como
dores locais, dores de cabeca, hipotensao, sincope, hipoglicemia, nausea, vomitos,
diarreia e cardiotoxicidade (Goto e Lindoso, 2010; David e Craft, 2009; Ministério da
Saude, 2007).
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1.3.4 Miltefosina

A descoberta da miltefosina representou um avanco no tratamento da
leishmaniose nos ultimos anos por possibilitar a administracdo por via oral. O
mecanismo de agado exato da miltefosina permanece desconhecido. Esse composto
se liga a membrana plasmatica, € internalizado pela célula do hospedeiro e induz
alteracdes significativas em seu metabolismo (Berman, 2008; Paris e cols, 2004).

Os problemas relacionados a ampla utilizagdo da miltefosina incluem seu
potencial teratogénico e a ocorréncia de resisténcia. A resisténcia a miltefosina pode
aparecer facilmente durante o tratamento devido a mutac¢des pontuais, que levam a
diminuicdo no acumulo do composto no interior da célula (Maltezou, 2010). Além
disso, a miltefosina desencadeia efeitos colaterais adversos durante o tratamento,
como nauseas, vbmitos, enjéos, dores de cabeca e diarréia. Ressalta-se ainda, o
alto custo deste composto como um fator que limita sua utilizagdo (Mishra e cols,

2009; Singh e cols, 2009).
1.3.5 Paramomicina

A paramomicina € um aminoglicosideo com atividade leishmanicida, que inibe
a sintese protéica e altera a fluidez e permeabilidade de membrana. Estudos in vitro
indicam que a paramomicina induz a perda do potencial de membrana mitocondrial
em L. donovani, sugerindo que a mitocondria seja a organela alvo deste composto.
A paramomicina tem sido utilizada por via parenteral no tratamento da leishmaniose
cutanea no Novo e Velho Mundo. Quando associada com cloreto de
metilbenzetbnio, o uso tépico da paramomicina foi eficaz no tratamento da
leishmaniose cutanea do Velho Mundo. Quando administrada de maneira parenteral,
a paramomicina também se mostrou efetiva no tratamento da leishmaniose cutanea
localizada do Novo Mundo (Goto e Lindoso, 2010). Os efeitos adversos encontrados
nos pacientes tratados com essas formulacdes foram erupcdes cutaneas e prurido
local (Sundar e Chakravarty, 2008).
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1.3.6 Tratamentos alternativos

Diversos outros farmacos tém sido utilizados como medicamentos alternativos
para o tratamento das leishmanioses. Os azais, inicialmente desenvolvidos para o
tratamento de infeccdes fungicas tem sido usados para o tratamento da
leishmaniose cutanea. Alguns estudos demonstraram eficacia do fluconazol,
cetoconazol e itraconazol no tratamento da leishmaniose, com uma taxa de cura que
variou entre 55% e 79% no Velho Mundo. O alopurinol, um composto utilizado em
associacdo com os antimoniais, também apresenta resultados bastante divergentes.
A dapsona tem sido efetiva no tratamento da leishmaniose no Velho mundo e a
rifampicina utilizada sozinha ou em associacdo com outros compostos apresenta

eficacia variada (Goto e Lindoso, 2010; Llanos-Cuentas e cols, 1997; Dogra, 1991).
1.4 Desenvolvimento de farmacos

As doencas tropicais negligenciadas sdo responsaveis por uma alta taxa de
mortalidade e morbidade em cada ano em paises endémicos. Ainda ndo ha vacinas
e a quimioterapia permanece como a Unica opcdo para o controle da infeccéo
(Ndjonka, 2013; Cavalli e Bolognesi, 2009), portanto ha uma necessidade urgente de
descobrir novos alvos e estratégias terapéuticas contra essas ameacas a saude
humana. A situacdo é agravada pelo fato de que a maioria das pessoas que vivem
em paises endémicos tem um perfil de baixa renda, fazendo com que o mercado
farmacéutico para o desenvolvimento de novos medicamentos seja pouco atrativo

para o setor privado de pesquisa (Ndjonka, 2013).

1.5 Produtos naturais com atividade leishmanicida

Nas ultimas décadas a pesquisa basica forneceu um impulso a descoberta de
farmacos leishmanicidas, incluindo o conhecimento da biologia, bioquimica e
genoma do parasito, revolucdo nas técnicas quimicas, avan¢os nas ferramentas de
bioinformética, parcerias e consoércios para apoiar o desenvolvimento de novos
agentes leishmanicidas. A evolucdo de farmacos naturais tem uma importancia

relevante na busca de novas alternativas terapéuticas, portanto fontes naturais,
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como plantas, representam uma grande oportunidade para o descobrimento de
novos medicamentos para o tratamento de algumas doencas parasitarias (Coura e
de Castro, 2002; Kayser e cols 2003)

Hoje, véarias substancias originadas de plantas sdo aplicadas em terapias, por
exemplo, o paclitaxel e alcaléides da vincrincistina que s&o utilizados no tratamento
do cancer, ou da artemisinina com potente atividade antimalarial. As plantas sao
fontes valiosas para a triagem de metabolitos secundarios bioativos, que produzem
compostos farmaceuticamente Uteis. Estas substancias podem ser fonte de
conhecimento para a sintese de derivados com melhor perfil terapéutico (Polonio e
Efferth, 2008; Ndjonka, 2013). As busca por novos medicamentos a partir de fontes
naturais tem sido uma abordagem bem sucedida na deteccdo de compostos para
algumas doencas parasitarias. Uma série de flavondides ja foram descritos por
possuirem importantes atividades antiprotozoarias, dentre eles se destacam a
qguercetina, luteolina e outros, por apresentarem atividade contra Toxoplasma,
Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania (Fonseca-Silva e cols, 2011; Lehane e
Saliba, 2008; In4cio e cols, 2012; Guida e cols, 2007)

1.5.1 Flavondides

Os flavondides sdo um grupo grande e complexo de compostos que pertencem
ao grupo dos polifenodis (Hoensech e Oertel, 2012). Eles consistem em um nucleo
flavan com dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de carbono (Figura 8)
(Lehane e Saliba, 2008) Sdo metabdlitos secundarios presentes em frutas, vegetais,
vinho, cha e café e sdo classificados como: flavona, flavononas, flavondides,
flavondis, antocianidinas, isoflavondides e neoflavondides, dentre outros (Hoensech
e Oertel, 2012; Czaplinska e cols, 2012; Lehane e Saliba, 2008). Nas plantas, os
flavonoides desempenham papéis importantes nas raizes, no transporte de auxina,
no desenvolvimento da parte aérea, na polinizacdo, na modulacdo de espécies
reativas de oxigénio, no crescimento e protecdo contra patdogenos. Os flavonoides
interagem com diversos alvos, atribuindo-lhes atividades antibacterianas,

antifingicas, antivirais, antiinflamatorias, antineoplasicas e tripanosomicidas s
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(Weston e Mathesius, 2013; Aboulaila e cols, 2010; Giida e cols, 2007; Hoensch e
Oertel, 2012; Lehane e Saliba, 2008).,

0
Figura 8 - Estrutura bésica do flavondide
(Adaptado de Lehane e Saliba, 2008)

1.5.2 Epigalocatequina-3-galato

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Figura 9) € a principal catequina do cha
verde, representando um total de 50%-80% de suas catequinas. O cha verde,
originado a partir da Camellia sinensis, contém compostos biologicamente ativos,
tais como polifendis, metilxantinas e 6leos essenciais. A maioria de suas agdes
biologicas, tais como a reducdo dos niveis de lipidios plasmaticos, efeitos
antiinflamataorios, atividades antimicrobianas, antineoplasicas e antioxidantes, estédo
relacionadas com a fracdo de polifendis, ou seja, as catequinas. Entre estes, a
EGCG tem recebido consideravel atencdo por causa destes potentes efeitos
terapéuticos (Khan e cols, 2006; Guida e cols, 2007).

O efeito da EGCG ja foi demonstrado em Babesia microti (Aboulaila e cols,
2009), tripomastigotas sanguineas de Trypanosoma cruzi e em modelo murino da
doenca de Chagas na fase aguda (Guida e cols, 2007), bem como em promastigotas
de L. amazonensis (Inacio e cols, 2012). O seu mecanismo de a¢do ainda nao esta
claramente definido, porém sabe-se que alguns flavondides possuem a capacidade
de gerar espécies reativas de oxigénio, causando danos mitocondriais. (Fonseca-
Silva e cols, 2011; Verchooten e cols, 2012)
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Figura 9 - Estrutura quimica da epigalocatequina-3-galato
(Adaptado de Maria-Groh e cols, 2012)

1.6 Mitocbndria e producédo de espécies reativas de oxigénio

Parasitos da ordem apresentam uma Unica mitocondria rica em DNA
mitocondrial (KDNA). A informacdo contida no kKkDNA € essencial para a

manutencdo desses protozoarios, pois representa cerca de 30% do DNA total

da célula (Affranchino e cols, 1985; Fidalgo e Gille, 2011).

Figura 10 — Ultraestrutura celular de promastigota de Leishmania amazonensis.
Morfologia das organelas celulares do parasito: nucleo (N), mitocondria (M), cinetoplasto (K)
e flagelo (F). A escala corresponde a 1um (Inécio e cols, 2012).
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A mitocébndria desempenha um importante papel no metabolismo energético e
tem sido relatado como um excelente alvo em protozoarios. A manutencdo do
potencial mitocondrial € fundamental para este processo metabdlico, bem como para
a sobrevivéncia de qualquer célula (Fidalgo e Gille, 2011; Mehta e Shaha, 2006).
Estudos tém demonstrado que variagbes no potencial mitocondrial induzida por
farmacos estdo associadas com a inibicdo da proliferacdo celular em células de
Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto, 2009; Mukherjee, 2009), L. donovani (Mehta e
Shaha, 2006) e L. amazonensis (Rodrigues e cols, 2007; Fonseca-Silva e cols,
2011; In&cio e cols, 2012).

Alteracfes na cadeia transportadora de elétrons podem resultar em libertacéo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO). O desvio de elétrons a partir de
complexos mitocondriais € a principal fonte de ERO enddégena (Fidalgo e Gille,
2011). ERO agrupam substancias quimicas que sédo formadas apds a uma reducéo
incompleta de oxigénio. Dentre as principais ERO estdo: anion superoxido (O2);
peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO®). Todas ERO apresentam
elétrons desemparelhados que as tornam altamente reativas. Em niveis normais,
esses radicais desempenham importantes papeis biolégicos. No sistema
imunoldgico, sdo necessarios para eliminar microbios, participam da resposta imune
especifica e no final de um processo inflamatorio. Também estdo envolvidas na
funcdo da tiredide (H202 é necessario como cofator da tiroperoxidase para a
producdo de hormébnios) e na funcdo cognitiva de pacientes com doenca
granulomatosa crénica. Por outro lado, o seu excesso pode gerar uma variedade de

patologias que podem, inclusive, levar a morte (Figura 11) (Brieger e cols, 2012).
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Figura 11 — ERO e a sua contribuicdo para diversas doencas. Adaptado de Brieger e
cols, 2012.

Em parasitos do género Leishmania, a liberacdo de ERO possui uma
capacidade poderosa de gerar danos celulares, direto nas proteinas, DNA e lipidios
de membrana. Além de estarem diretamente envolvidas no processo de morte

celular programada (Fidalgo e Gille, 2011).

1.7 Sistema antioxidante em tripanosomatideos

O balanco redox possui diversas funcdes importantes para o0 parasito
protozoario, e as enzimas envolvidas nesse sistema desempenham um papel vital
no crescimento e desenvolvimento desses parasitos (Pal e Bandyopadhyay, 2012).
O parasito Leishmania consegue sobreviver e proliferar mesmo estando em um
ambiente hostil, causado pela producdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio
pelos macrofagos do sistema imunolégico do hospedeiro. Esse fato s6 € possivel
porque o parasito desenvolveu um mecanismo de defesa Unico para detoxificar esse

ambiente (Singh e cols, 2012; Rodrigues e cols, 2012).
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A tripanotiona reduzida [T(SH)2] pode servir como doadora de elétrons em
diversas vias (Figura 12). Uma delas aciona uma série de duas etapas de reducao
que resulta na decomposicao de ERO, tais como o H202 e peroxonitrito (Irigoin e
cols, 2008; Lazarin-Bidoia e cols, 2013; Hunter e cols, 1992; Krauth e Comini, 2008;
Fairlamb e cols, 1989; Pal e Bandyopadhyay, 2012). A funcdo de protecdo celular
desempenhada nos mamiferos pela glutationa (GSH) € substituida, nos parasitos,
pela T(SH)2, a qual sob estresse oxidativo & convertida a tripanotiona oxidada
[T(S)2]. De modo anédlogo ao sistema humano, a T(S)2 é reciclada a T(SH)2 pela
enzima tripanotiona redutase (TR), tendo como cofator NADPH. A tripanotiona
redutase (TR) é uma enzima presente apenas em tripanosomatideos que participa
do sistema redox e serve como substituto em muitas funcbes metabdlicas e

antioxidantes (Figura 13).

Metais, drogas
oxoaldeidos

Complexos T(SH)z //
desintoxificacdo, < T(SH),

extrusdo

desoxirribo-
nucleotideos
FR

ribonuclectideos

ROOH

HO H.O. ROH + H,0

Figura 12 — Reagdes dependentes da tripanotiona. A tripanotiona € mantida na sua
forma reduzida [T(SH)2, numa reagéo catalisada pela tripanotiona redutase (TR). T(SH)2
pode reduzir a triparredoxina (TXN), desidroascorbato (dhAsc) para ascorbato (Asc),
glutationa oxidada (GSSG) para a glutationa reduzida (GSH). Através destes
intermediarios, T(SH). participa na sintese de desoxirribonucleotideos e decomposicéo
de peroxidos. T(S); também pode interagir diretamente com eletréfilos na
desintoxificacdo do oxoaldeidos, metais e drogas. RR = redutase, ribonucleotideo;
ROOH = hidroperéxidos; TXNPx = triparredoxina peroxidase; GPx-l, GPx-II = glutationa-
peroxidase; APx = peroxidase dependente de ascorbato. Adaptado de Iridoin e cols,
2008.
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Figura 13 — Reducdo da tripanotiona oxidada pela tripanotiona redutase.
A auséncia desta via em mamiferos e a sensibilidade dos tripanosomatideos

para o estresse oxidativo tornam a TR um excelente alvo para o desenvolvimento de
farmacos antileishmanicidas (Singh e cols, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade in vitro e in vitro e 0 mecanismo de acao da epigalocatequina-

3-galato (EGCG) sobre Leishmania braziliensis.

2.2 Objetivos Especificos

e Demonstrar o efeito da EGCG na proliferagcdo celular dos
promastigotas e amastigotas de L. braziliensis;

e Avaliar a atividade enzimatica da tripanotiona redutase de
promastigotas de L. braziliensis tratados com EGCG;

e Mensurar a producdo de ERO em promastigotas e amastigotas
tratados com EGCG

e Avaliar o Aym de promastigotas de L. braziliensis tratados com
EGCG;

e Mensurar a producdo de ATP de promastigotas tratados com
EGCG;

e Estudar a atividade da EGCG em modelo murino de leishmaniose
cutanea experimental com L. braziliensis e analisar parametros

bioguimicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmacos

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) foi adquirida comercialmente (Sigma
Aldrich, St Louis, EUA) e foi utilizada nos ensaios in vitro e in vivo. Antimoniato de
meglumina (Glucantime, Sanofi-Aventis, S&o Paulo, Brasil) utilizado como farmaco
de referéncia no experimento in vivo (via sistémica), foi gentilmente cedido pela
Farmécia do Instituto de Pesquisas Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ).

3.2 Parasitos

Amastigotas de Leishmania braziliensis (MCAN/BR/98/R619) foram isoladas de
hamsters infectados e mantidas como promastigotas a 26°C em meio Schneider
(Sigma Aldrich), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), 100U/mL de
penicilina, 100ug/mL de estreptomicina e 2% de urina. Para a manutencdo dos
parasitos, foram feitas passagens duas vezes por semana e mantidos

sucessivamente até, no maximo, a décima passagem.
3.3 Animais

Para a realizacdo dos ensaios in vitro e in vivo foram utilizados camundongos
Mus musculus (Suico webster e BALB/c, respectivamente) fornecidos pelo Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério da FIOCRUZ (CECAL/FIOCRUZ-RJ). Todos os
protocolos usados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica da
Fundacgéo Oswaldo Cruz (LW-07/10).

3.4 Ensaios in vitro

A atividade in vitro da EGCG foi avaliada em ambas as formas de L.
braziliensis, incubando-as em diferentes concentracdes do composto, por diferentes
periodos de tempo.
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3.4.1 Atividade antipromastigota

O efeito da EGCG em promastigotas de L. braziliensis foi avaliado pela
incubagdo de 1x10° parasitos/mL com concentracdes crescentes do composto
(62,5uM; 125uM; 250uM e 500puM) no tempo de 72 horas a 26°C. O numero de
células viaveis foi estimado a partir da contagem direta em camara de Neubauer. O
calculo do ICso foi estimado por andlise de regresséo logaritmica no programa
GraphPad Prism 5.0.

3.4.2 Atividade antiamastigota

Para avaliar a atividade da EGCG sobre amastigotas intracelulares de L.
braziliensis, camundongos Suicos foram submetidos a lavagem da cavidade
peritoneal com meio RPMI gelado (Sigma Aldrich) suplementado com 10% SFB,
100U/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina. Posteriormente, 400uL de
2x108 células totais/mL foram plaqueados em laminas LAB-TEK (Nunc, Nova lorque,
EUA) e incubadas por 1 hora a 37°C e 5% CO:2 para a adesdo. Em seguida, as
laminas foram lavadas com RPMI a 37°C para a remocdo das células nao
aderentes; as que aderiram, principalmente macréfagos, foram infectados com
promastigotas de L. braziliensis na propor¢cdo de 3:1 (3 promastigotas para 1
macrofago), e incubadas por 3 horas a 37°C e 5% CO2. Apés a infeccao, as laminas
foram lavadas com meio RPMI a 37°C para a retirada dos parasitos livres e, em
seguida, incubadas por 24 horas e 72 horas a 37°C e 5% CO:2 juntamente com
concentracbes crescentes de EGCG (3uM, 6uM e 12uM). Passado o periodo de
incubacédo, as laminas foram submetidas a coloracdo pelo corante hematologico
Instant Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e a atividade antiamastigota foi avaliada
microscopicamente contando, pelo menos, 200 macréfagos por amostra. O
resultado foi expresso pelo indice de infeccao (IF), obtido pela seguinte formula:

IF = %macrdéfagos infectados x nimero de amastigotas/macréfagos totais

O calculo do ICso foi estimado por andlise de regressdo logaritmica no

programa GraphPad Prism 5.0.
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3.5 Viabilidade dos macr6fagos com EGCG

A citotoxicidade da EGCG foi avaliada em macrofagos peritoneais murinos de
camundongos Suicos pelo método colorimétrico AlamarBlue® (Invitrogen, Eugene,
EUA). Esse ensaio é baseado na conversao da rezasurina em resorufina pelas
células viaveis. A rezasurina € um composto ndo toxico que é reduzido no interior de
células metabolicamente ativas para um produto que apresenta cor, a resorufina.
Essa conversédo € proporcional ao numero de células viaveis, gerando assim uma
medida quantitativa da viabilidade celular. Sendo assim, macrofagos peritoneais
foram obtidos como descrito anteriormente e plaqueados (2x10° macréfagos/mL) e
incubados em triplicata com concentracdes crescentes de EGCG (3uM — 3000uM)
por 24 horas e 72 horas em placa de 96 pocos. Apds esse periodo de tempo, foi
adicionado em cada pogo 20% v/v do reagente AlamarBlue®. A placa foi incubada
por 12 horas em estufa a 37°C e 5% CO:2 e a viabilidade foi mensurada
colorimetricamente em espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 560nm.
O célculo do ICso foi estimado por analise de regresséo logaritmica no programa
GraphPad Prism 5.0.

3.6 Dosagem da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e peréxido de hidrogénio (H202)

A dosagem intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) e perdxido de
hidrogénio (H202) das células tratadas, ou ndo, com EGCG foi mensurada conforme
descrito por Fonseca-Silva e colaboradores (2011) e Menna-Barreto e colaboradores
(2009), respectivamente. Ambos os testes foram avaliados por fluorimetria (Spectra
Max GENINI XPS — Molecular Devices, Silicon Valley, EUA).

3.6.1 Producéao de ERO

Apés a incubacdo na presenca ou auséncia de EGCG, promastigotas de L.
braziliensis foram centrifugadas, ressuspensas em tampao salino HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) e ajustadas para a concentracdo de 1x10’
promastigotas/mL. As células foram distribuidas em triplicatas em placa negra de 96
pocos juntamente com 20uM de H2DCFDA (diacetato de diclorodiidrofluoresceina)
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(Invitrogen, Eugene, EUA) — indicador utilizado para mensurar a producao de ERO
intracelular — e incubadas no escuro a 26°C por 20 minutos. Em seguida, a analise
foi realizada por espectrofluorimetria com comprimento de onda de excitacdo de
507nm e emissdo de 530nm. O controle positivo foi obtido pela reacdo de 20U/mL
de glicose oxidase + 60mM de glicose por 20 minutos.

A formacdo de ERO também foi mensurada em amastigotas intracelulares de
L. braziliensis. Os macrofagos foram obtidos e infectados como descrito no item
3.4.2, com a excec¢ao de que a cultura foi realizada em triplicata em placa negra de
96 pocos. Apds o periodo de 24 horas de incubacdo com a EGCG, a cultura foi
lavada com HBSS e incubada com 20 uM de H2DCFDA por 40 minutos a 37°C e 5%
CO2. Logo ap6s, a analise foi realizada em espectrofluorimetro com os

comprimentos de onda supracitados.
3.6.2 Producéao de H20:2

A producédo de peroxido de hidrogénio (H202) por L. braziliensis tratados com
concentracfes crescentes de EGCG foi avaliada pela utilizacdo do Amplex Red (10-
acetil-3,7-diidroxifenoxazina) e peroxidase (Invitrogen, Eugene, EUA) conforme
adaptado de Menna-Barreto e colaboradores (Menna-Barreto e cols, 2009).
Promastigotas de L. braziliensis foram cultivados durante 72 horas na auséncia ou
presenca de concentracdes crescentes de EGCG (62,5uM, 125uM, 250uM e
500uM). Ap6s esse periodo de tempo, as culturas foram lavadas com HBSS e
ajustadas a 2x10’ promastigotas/mL em solucdo de lise (0,5M de fosfato de
potassio; 0,25M de cloreto de sbédio; 25mM de acido félico, 0,5% de Tritton X-100 e
64uM de digitonina (Sigma Aldrich)) juntamente com reagente de trabalho (10mM de
reagente Amplex Red, 10U/mL de peroxidase em HBSS) por 30 minutos no escuro.
A leitura foi realizada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de excitagao
de 560nm e emissdo 590nm. O controle positivo foi obtido pela reacdo de 20U/mL

de glicose oxidase + 60mM de glicose por 20 minutos.
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3.7 Atividade de catalase e PEG-catalase sobre o efeito da EGCG

Para avaliar o efeito da incubacdo de catalase e PEG-catalase em L.
braziliensis tratadas com 500uM de EGCG, promastigotas (1x10%/mL) foram
incubados com EGCG juntamente com 500U/mL de catalase (Sigma Aldrich) ou
500U/mL de catalase-polietilenoglicol (PEG-catalase) (Sigma Aldrich). Apds 72
horas, os parasitos foram contados em camara de Neubauer para avaliar a atividade
da EGCG na presenca dessas enzimas e realizada a dosagem de H202 conforme
descrito no item 3.6.2.

A formacgdo de ERO também foi avaliada em amastigotas intracelulares de L.
braziliensis. Macrofagos peritoneais de camundongos Suicos foram infectados com
L. braziliensis e tratados, ou ndo, com 12uM de EGCG na presenca ou auséncia de
500U/mL de catalase ou 500U/mL de PEG-catalase por 24 horas em placa negra de
96 pocos para a realizacdo da mensuracdo de ERO e em LabTek para avaliar o
efeito no indice de infeccdo. Apoés esse periodo de tempo, foi realizada a lavagem
dos pocos com HBSS a 37°C e adicionada uma solu¢cdo com 20uM de H2DCFDA,
incubado por 30 minutos no escuro a 37°C e 5% CO: e realizada a leitura por
espectrofluorimetria com comprimento de onda de excitagcdo de 507nm e emissdo
530nm. O indice de infeccao foi avaliado microscopicamente contando, pelo menos,

200 macréfagos por amostra.
3.8 Atividade da tripanotiona redutase (TR)

A atividade da tripanotiona redutase (TR) foi avaliada pelo método de Ellman,
gue se baseia na reducédo do DTNB (acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)) a 2TNB-
(2-nitro-5-4cido tiobenzdico) pela tripanotiona reduzida [T(SH)2], levando a
tripanotiona oxidada [T(S)2] que sera regenerada para a T(SH)2 pela TR.
Promastigotas de L. braziliensis foram incubadas na auséncia ou presenca de
500uM de EGCG por 72 horas. ApOs esse tempo, as células foram lisadas e
centrifugadas a 12.500¢g/15 minutos. O sobrenadante foi considerado o extrato
soltvel que continha a tripanotiona redutase. A concentracao de proteina do extrato
soluvel foi quantificada usando o espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific). O meio de reacdo para a dosagem da atividadede da tripanotiona
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redutase era composto por: Tampéo Tris-Hepes 40 mM pH 7,5; EDTA 1 mM;
NADPH 0,1 mM; Tripanotiona oxidada (T[S]2) 0,05 mM e DTNB 0,1 mM. A reacéao foi
iniciada com a adicdo de 1mg/mL de extrato de proteina solivel e incubado por 30
minutos. ApOs esse periodo, a atividade da TR (formacdo do 2TNB") foi avaliada

colorimetricamente com comprimento de onda de 410nm.
3.9 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial (AWYm)

O potencial de membrana mitocondrial (AWm) de promastigotas de L.
braziliensis tratadas com diferentes concentragcbes de EGCG (62,5uM, 125uM,
250uM e 500uM) foi avaliado por citometria de fluxo utilizando rodamina 123 e

espectrofluorimetria utilizando JC-1.
3.9.1 Ensaio por citometria de fluxo utilizando Rodamina 123

A funcionalidade mitocondrial das promastigotas foi avaliada por citometria de
fluxo utilizando-se a sonda fluorescente rodamina 123 (Sigma Aldrich, St Louis,
EUA). Os parasitos foram cultivados por 72 horas na presenca ou auséncia de
diferentes concentracbes de EGCG. As células foram lavadas, ressuspensas e
ajustadas para 1x10’ promastigotas/mL em tampdo HBSS e incubadas com
10pg/mL de rodamina 123 por 30 minutos no escuro a 26°C. Os dados foram
adquiridos utilizando-se o canal FL-1 (sensivel a detec¢bes na faixa de 515 a
530nm) do citdmetro de fluxo FACSCalibur a partir de um total de 10.000 eventos
obtidos de regifes previamente definidas para a analise e avaliados pelo programa
de computador Summit v4.3.

Alteracbes na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 foram

quantificadas a partir do indice de Variac&o (IV) obtido pela equac&o:

IV = (M1 — Mc)/Mc

Onde: Mt = mediana de fluorescéncia para parasitos tratados, Mc = mediana de
fluorescéncia para parasitos controle. Quanto mais negativo o valor do IV, maior o

dano mitocondrial gerado (Menna-Barreto e cols, 2009).
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3.9.2 Ensaio por espectrofluorimetria usando JC-1

A atividade mitocondrial também foi avaliada pela utilizacdo do JC-1 (iodeto de
5,5, 6,6'-tetracloro1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (Sigma Aldrich), um
marcador especifico para mensurar o AWYm. Apds a incubacdo por 72 horas das
promastigotas com diferentes concentragcbes de EGCG, as células foram lavadas,
ressuspensas e ajustadas para 1x107 promastigotas/mL em tampdo HBSS e
incubadas com 10ug/mL de JC-1 por 10 minutos no escuro a 26°C. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 3000g por 15 minutos, ressuspendidas em 1 mL de
HBSS e distribuidas em placa negra de 96 pocgos. Os valores do potencial
mitocondrial foram obtidos por espectrofluorimetria nos seguintes comprimentos de
onda: 480 e 530/590 excitacdo e emissdo, respectivamente. Os valores foram

obtidos pela razdo da emisséo entre a fluorescéncia vermelho/verde (590/530).
3.10 Determinacao dos niveis de ATP intracelular

A concentracdo intracelular de ATP em promastigotas de L. braziliensis foi
avaliada conforme o protocolo do ensaio luminescente CellTiter-Glo (Promega,
Wisconsin, EUA). Esse reagente utiliza a luciferase para quantificar o ATP. A
luciferase presente no reagente usa a luciferina e o ATP das células, como substrato
de uma reacdo que produz a oxiluciferina, liberando energia em forma de luz que é
captada pelo luminémetro. A intensidade do sinal luminescente dessa reacdo é
proporcional a concentracdo de ATP. As células foram tratadas em concentracdes
crescentes de EGCG por 72 horas e, ap0s esse periodo, lavadas em PBS e
ajustadas para a concentracdo de 1x10’ promastigotas/200uL. Em seguida, 50uL da
amostra foi transferida para uma placa de 96 pocos, homogeneizada com o mesmo
volume do reagente CellTiter-Glo e incubada no escuro por 10 minutos. A
bioluminescéncia foi mensurada com a utilizacdo do luminémetro GloMax®-Multi

Microplate Multimode Reader (Promega).
3.11 Ensaio in vivo

O ensaio in vivo foi realizado de acordo com o modelo estabelecido por de
Moura e colaboradores (2005). Camundongos BALB/c (5 animais por grupo) foram
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infectados via subcutdnea com promastigotas de L. braziliensis (2x10°
parasitos/10uL) na orelha direita. Apos 21 dias de infeccdo, os animais foram
submetidos a tratamento diario por mais 11 dias. O tratamento consistiu na
administracdo de 100mg/kg/dia de EGCG por via oral através de sonda orogastrica
ou injecdo intraperitoneal no quadrante inferior direito do abdémen de 100mg
Sb>*/kg/dia de antimoniato de meglumina (farmaco de referéncia para o tratamento
da leishmaniose). O curso da doenca foi acompanhado pela medida da espessura
da orelha infectada através do auxilio do paquimetro (Mitutoyo, Sdo Paulo, Brasil),
realizada duas vezes por semana. Ao término do experimento (32° dia), os animais
foram eutanasiados de acordo com o Manual de Utilizacdo de Animais/FIOCRUZ. A
orelha contendo a leséo foi retirada para andlise da carga parasitaria pelo método de
diluicdo limitante (LDA), isto €, o tecido foi pesado e macerado em meio Schneider
suplementado com 20% SFB e 200U/mL de penicilina, 200pug/mL de estreptomicina.
As células em suspensdo foram ajustadas para a concentracdo de 10mg de
tecido/mL e foram diluidas em série de 1:2 em placa de 96 pocos, resultando um
volume final de 200uL por pogo. As culturas foram incubadas a 26°C e
acompanhadas durante 7 dias em microscopio Optico, para registro da Ultima
diluicdo que continha promastigotas para estimar a carga parasitaria proveniente dos

10mg/mL de tecido e expressa em parasitos/mg de tecido.
3.11.1 Avaliagcdo de parametros toxicolégicos

A coleta de sangue dos animais foi realizada de acordo com o Manual de
Utilizacdo de Animais/FIOCRUZ. As amostras foram incubadas em banho-maria a
37°C por 30 minutos para a formacéo do coagulo e foram centrifugadas a 3000g por
10 minutos. O soro obtido foi utilizado para analise de alguns parametros séricos
conforme indicado pelo fabricante dos Kits comerciais: dosagem da alamino
aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO) para
verificar funcdo hepatica (Gold Analisa, Minas Gerais, Brasil) e creatinina para

verificar funcéo renal (Doles, Goiania, Brasil).
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3.12 Anédlise estatistica

Os estudos estatisticos dos dados foram realizados utilizando o teste t de
Student e o teste de ANOVA pos-teste de Bonferroni usando o programa de
computador Graphpad Prima 5. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Os dados

foram expressos em média + erro padréo.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaios in vitro
4.1.1 Atividade antipromastigota

Ja foi demonstrada a atividade de flavondides em diversos microorganismos
causadores de doencas, como Toxoplasma, Trypanosoma e Leishmania (Lehane e
Saliba, 2008). Dentre os flavondides, a epigalocatequina-3-galato vem recebendo
destaque por apresentar alto potencial terapéutico, inclusive apresentando atividade
contra Trypanosoma cruzi (Guida e cols, 2007). Portanto, 0 primeiro passo para
avaliar a atividade da epigalocatequina-3-galato (EGCG) em L. braziliensis foi
determinar o seu efeito na proliferagéo celular sobre as formas promastigotas de L.
braziliensis. Para isso, promastigotas foram cultivadas por 72 horas com
concentracbes crescentes da EGCG (62,5uM, 125uM, 250uM e 500uM). EGCG
inibiu a proliferacdo celular de maneira dose-dependente (Figura 14), apresentando,

uma inibicdo de 80,7% do crescimento do parasito com ICso de 278,5uM.

N? de células viaveis
(10° células/ml)
+

0 125 250 375 500
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Figura 14 - Atividade antipromastigota da EGCG. Promastigotas de L. braziliensis foram
incubadas por 72 horas na auséncia ou na presenca de concentragdes crescentes de
EGCG. O numero de parasitos foi determinado pela contagem direta em cémara de
Neubauer, conforme descrito no item 3.4.1. Dados expressos em média + erro padrao.
(n=3). ANOVA <0,0001.
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4.2 Dosagem da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e peréxido de hidrogénio (H202)

Tem sido descrito que alguns flavondides apresentam a capacidade de
induzir morte celular pela producdo de radicais livres (Fonseca-Silva e cols 2011,
Verchooten e cols, 2012) e, em células de céncer, também foi demonstrada a
capacidade de a EGCG induzir a formacédo de ERO (Li e cols, 2009; Satoh e cols
2013). Portanto, ap6s demonstrar o efeito da EGCG em promastigotas, fomos

investigar se o0 mecanismo de agédo desse composto seria pela producéao de ERO.
4.2.1 Producao de ERO

A geracdo de ERO foi quantificada utilizando o indicador fluorescente
H2DCFDA. Esta sonda permeéavel tem sido usada para detectar principalmente os
radicais hidroxila e H202 presentes no interior da célula. O H2DCFDA entra pela
membrana plasmatica da célula e reage com esterases que retiram a parte lipofilica
do indicador. Uma vez dentro das células, o H2DCFDA é convertido pelas ERO em
DCF, que € altamente fluorescente. Portanto, um aumento na fluorescéncia indica
aumento da geracdo de ERO. Assim, promastigotas de L. braziliensis foram
incubados com diferentes concentragbes de EGCG por 72 horas. EGCG promoveu
um aumento dose-dependente na formacao de ERO, chegando a produzir 4,2 vezes
mais do que o controle quando tratados com 500uM de EGCG (Figura 15). O
controle positivo adotado foi 0 sistema de oxidacao da glicose pela glicose oxidase,

que gera a producéo de H20..
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Figura 15 — Formacgdo de ERO intracelular em promastigotas tratadas com EGCG.
Promastigotas de L. braziliensis foram tratadas, na auséncia ou n&do presenca de EGCG por
72 horas. Apos, as células foram lavadas e adicionados 20uM de H.DCFDA por 20 minutos.
A fluorescéncia foi avaliada espectrofluorimetricamente com comprimento de onda de
excitacdo 507nm e emiss&o 530nm, conforme descrito no item 3.6.1. O controle positivo foi
obtido com a adicdo de 20U/mL de glicose oxidase + 60mM de glicose por 20 minutos.
Dados expressos em média + erro padrdo. (n=3). * Diferenca significativa em relacdo ao
controle. p<0,05. ** diferenca significativa em relacdo ao controle. p<0,01. O resultado foi
expresso em relag@o a produgdo do controle.

4.2.2 Producao de H202

Tem sido descrito na literatura a capacidade que a EGCG possui de induzir a
producdo de H202 em células de cancer (Li e cols, 2009) e células beta do pancreas
(Suh e cols, 2010). Portanto, avaliamos se o ERO formado em promastigotas
tratados com EGCG seria o H202. Essa producéo foi avaliada com Amplex® Red, um
marcador que é capaz de reagir especificamente com H202, gerando um produto
fluorescente, resorufina, que quando excitado é capaz de emitir uma fluorescéncia
em um comprimento de onda especifico. Portanto, aumento nos niveis de
intensidade de fluorescéncia estaria relacionado com um aumento nos niveis de
H202. Promastigotas incubados com concentragdes crescentes de EGCG tiveram
uma producao de H202 de maneira dose-dependente (Figura 16a), produzindo, na

concentracdo de 500uM, um aumento de 2,83 vezes em relacdo ao controle néo
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tratado. Essa producdo esta correlacionada linearmente com a porcentagem de
inibicdo dos promastigotas que receberam o tratamento com EGCG (R?=0,975)
(Figura 16b). Dessa forma, podemos sugerir que a inibicdo dos promastigotas

incubadas com EGCG ¢ pela producdo de ERO, sendo o principal produto o H20x.
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Figura 16 — Producdo intracelular de H»O. (a) Promastigotas de L. braziliensis foram
incubadas com diferentes concentracbes de EGCG por 72 horas. A dosagem foi feita apos
as células serem lavadas e incubadas com Amplex® Red por 30 minutos, conforme descrito
no item 3.6.2. A leitura foi realizada em fluorimetro com comprimento de onda de excitacao
de 560nm e emissdo de 590nm. (b) Correlacdo linear entre a producdo de H.O; e a
porcentagem de inibicdo da proliferacdo de promastigotas tratados com EGCG. Dados
expressos em média + erro padrdo. (n=3). * Diferenca significativa em relagdo ao controle.
p<0,05. ** Diferenca significativa em relacdo ao controle. p<0,01. ANOVA p<0,01. R? =
0,975. O resultado foi expresso em relagdo a producgéo do controle.

4.2.3 Efeito da catalase e PEG-catalase em promastigotas tratados com EGCG

Catalase e PEG-catalase (polietilenoglicol-catalase — possui cadeia lipofilica
que facilita sua entrada pela membrana plasmatica) sdo enzimas que reagem com
H202 produzindo H20 e O2. Essas enzimas foram utilizadas com intuito de
demonstrar que a inibicdo da proliferacdo de promastigotas tratadas com EGCG se
daria pela producdo de H202. Promastigotas de L. braziliensis foram incubadas na
auséncia ou presenca de 500uM de EGCG juntamente com as enzimas catalase ou
PEG-catalase. EGCG diminui o numero de células viaveis, por outro lado,
promastigotas incubadas com EGCG e catalase ou PEG-catalase néo tiveram

diferenca significativa em relagdo ao controle (Figura 17a). Além de inibir a
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proliferacdo celular de promastigotas, a EGCG também foi capaz de aumentar a
producgéo de H202. Producéo essa que nao foi observada nas células incubadas com
EGCG e catalase ou PEG-catalase (Figura 17b). Deste modo, a producdo de H202
esta diretamente envolvida na inibicdo da proliferacdo de promastigotas tratadas
com EGCG.

Células viaveis (x 10 © cels/mL)
N
Produgao de H,0,
(em relagéo ao controle)

Figura 17 — Efeito da catalase e PEG-catalase sobre o tratamento com a EGCG.
Catalase e PEG-catalase foram capazes de proteger o parasito dos danos do estresse
oxidativo gerados pela EGCG. (a) Parasitos foram incubados por 72 horas na auséncia ou
presenca de 500uM de EGCG e catalase (500U/mL) ou peg-catalase (500U/mL). O numero
de parasitos foi determinado pela contagem direta em camara de Neubauer, conforme
descrito no item 3.7. (b) Os niveis de H,O. foram avaliados por ,Amplex® Red. CTRL =
Controle; CAT = catalase; PEGCAT = PEG-catalase. Dados expressos como média + erro
padrdo. (n=3). * Diferenca significativa em relagdo ao controle. p<0,05. # diferenca
significativa em relacéo as células tratadas com EGCG. p<0,05. O resultado foi expresso em
relacéo a producédo do controle.

4.3 Atividade da Tripanotiona redutase (TR)

O mecanismo de manutencdo do balanco redox dos tripanosomatideos difere
das células de mamiferos por utilizar a enzima tripanotiona redutase (TR) ao invés
da glutationa redutase, 0 que torna esse sistema um alvo terapéutico seletivo. Ja foi
demonstrado que um aumento na producédo de ERO pode ser gerado pela inibicdo
da TR (Lazarin-Biddia e cols, 2013; Schirmer e cols, 1987). Com a finalidade de

avaliar se a producdo de ERO era devido a inibicAo da TR em L. braziliensis,
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promastigotas foram incubadas na presenca de 500uM de EGCG por 72 horas,
lisados e centrifugados para obtencdo do extrato soluvel e a atividade da TR foi
avaliada pela reacdo de Ellman. EGCG inibiu a atividade da TR em 46% em relacéo

aos promastigotas néo tratados (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito da EGCG sobre a atividade da enzima tripanotiona redutase.
Promastigotas foram incubadas na auséncia ou presenca de 500uM de EGCG por 72 horas,
lisados e centrifugados para obtencdo do extrato soluvel. A atividade da TR foi avaliada pela
reacdo de Ellman. O equivalente a Img/mL do extrato de proteina soluvel foi incubado por
30 minutos com DTNB. Logo apéds, a atividade da tripanotiona redutase foi mensurada
espectrofluorimetricamente com o comprimento de onda de 410nm, conforme descrito no
item 3.8. ** Diferenca significativa em relagéo ao controle. p<0,01.

4.4 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

4.4.1 Ensaio utilizando rodamina 123

O AWm de promastigotas tratadas com EGCG foi avaliado por citometria de
fluxo utilizando a sonda fluorescente rodamina 123, molécula fluorescente catibnica
permeavel a membrana plasmética e rapidamente seqiestrada por mitocondrias
metabolicamente ativas. Alteragcdes no AWm desencadeiam um efluxo da rodamina
123 da mitocdndria. Reducbes na intensidade total de fluorescéncia desta sonda,

detectadas através do deslocamento dos picos no histograma, apontam para a

38



perda do AWm. Como controle positivo foi utilizado o FCCP, um conhecido
desacoplador da membrana mitocondrial. Ap0s os promastigotas serem submetidos
ao tratamento com concentracdes crescentes de EGCG por 72 horas, foi observado
um deslocamento progressivo na distribuicdo de células para a esquerda do
histograma, o que indica que este composto induziu a despolarizagdo do AWm dos
parasitos (Figura 19). Conforme esperado, essa reducdo também foi observada em
células tratadas com 20uM de FCCP, um conhecido desacoplador de membrana
mitocondrial. Alteragbes na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 foram
quantificadas a partir do indice de variacdo (IV), obtido pela equagdo (MT- MC)/MC,
na qual MT corresponde a mediana de fluorescéncia para parasitos tratados e MC a
mediana de fluorescéncia para a parasitas controle. Os valores negativos de IV

correspondem a despolarizacdo da membrana mitocondrial (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise do indice de variacao (IV) de promastigotas tratadas com EGCG

0 474,16 -
62,5 317,25 -0,33
125 270,01 -0,43
250 225,39 -0,53
500 195,07 -0,59
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Figura 19 — Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial por citometria de
fluxo. Promastigotas de L. braziliensis foram incubados com diferentes concentragbes de
EGCG (62,5uM, 125uM, 250uM e 500uM) por 72 horas, marcados com a sonda
fluorescente Rodamina 123 e analisados por citometria de fluxo, conforme descrito no item
3.9.1. O controle positivo foi obtido com a concentracdo de 20uM de FCCP por 20 minutos.
Histograma representativo de um total n=3.

4.4.2 Ensaio utilizando o JC-1

O AWm também foi avaliado espectrofluorimetricamente utilizando-se a
carbocianina catibnica lipofilica JC-1, nos comprimentos de onda 480 e 530/590nm
de excitacdo e emissao, respectivamente. Quando o AWm esta intacto, a diferenca
de potencial gerada através da membrana mitocondrial interna (negativa do lado
interno) leva ao acumulo de substancias soltuveis em lipideos dentro da mitocondria.
Dessa forma, em altos AWm, o corante lipofilico JC-1 se acumula e forma agregados
no interior da mitocdndria, com mudancas nas suas propriedades fluorescentes. No
estado monomeérico, o corante fluoresce verde, enquanto no estado agregado o
corante fluoresce vermelho. A emissdo de fluorescéncia vermelha derivada da

formacdo de agregados €, portanto indicativa de um alto AWm. Em células com
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danos mitocondriais ou alteragdes no AWm, o corante ndo se agrega, mantendo sua
forma monomeérica e acumulando-se no citoplasma emitindo uma fluorescéncia
verde. Assim, a formacdo e manutencdo de agregados no interior da mitocondria
sdo dependentes do gradiente eletroquimico. A razdo entre a fluorescéncia
vermelha/verde (590/530) representa o potencial de membrana mitocondiral.
Promastigotas tratadas com diferentes concentracbes de EGCG por 72 horas
tiveram uma reducdo dose-dependente do seu AWm quando comparadas com as
células controle (Figura 20). Na concentracdo de 500uM houve uma significativa
reducao de 68,37% do AWm em comparagao ao controle, deixando claro que EGCG

causou danos a mitocondria do parasito.
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Figura 20 - Determinagcdo do potencial de membrana mitocondrial por
espectrofluorimetria. Promastigotas de L. braziliensis na auséncia ou na presenca de
concentracdes crescentes de EGCG por 72 horas foram incubados com 10pg/mL de JC-1.
Os resultados foram obtidos fluorimetricamente nos comprimentos de onda de excitacédo
480nm e emissdo 530nm e 590nm, conforme descrito no item 3.9.2. Os dados foram
expressos pela razdo entre os comprimentos de onda emissdo 590nm/530nm. O controle
positivo foi realizado com 20uM de FCCP. Dados expressos em média * erro padrdo. (n=3).
* Diferenca significativa em relagédo ao controle. p<0,05. ** Diferenca significativa em relacdo
ao controle. p<0,01. ANOVA p<0,001.

4.5 Determinacdo dos niveis de ATP intracelular

Eventos bioquimicos como produgdo de ERO e diminuicdo do potencial de

membrana mitocondrial podem induzir uma diminuicdo nos niveis de ATP em L..
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donovani (Carvalho e cols, 2010) e L. major (Dolai e cols, 2011). Portanto, foi
avaliado se promastigotas de L. braziliensis tratados com EGCG estariam tendo
alteracdo na producdo de ATP intracelular. Para isso foi utilizado o reagente
CellTiter-Glo. Esse reagente utiliza a luciferase para quantificar o ATP. A luciferase
presente no reagente usa a luciferina e ATP das células como substrato de uma
reacao que produz a oxiluciferina, liberando energia em forma de luz que é captada
pelo luminbmetro. A intensidade do sinal luminescente dessa reacao € proporcional
a producdo de ATP. Sendo assim, promastigotas de L. braziliensis foram incubados
juntamente com concentracdes crescentes de EGCG (62,5uM, 125uM, 250uM e
500uM) por 72 horas e mensurada a producéao intracelular de ATP. EGCG diminuiu
os niveis de ATP intracelular de maneira dose-dependente, reduzindo sua producéo

em até aproximadamente 84% no tratamento com 500uM (Figura 21).
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Figura 21 - Determinacdo dos niveis de ATP intracelular. Promastigotas de L.
braziliensis foram tratadas com concentracdes crescentes de EGCG (62,5uM, 125uM,
250uM e 500uM) por 72 horas. ApOs as células serem lisadas, foram acrescentados
volumes iguais do extrato celular e do reagente CellTiter-Glo, conforme descrito no item
3.10. A bioluminescéncia foi obtida pelo lumindmetro. Dados expressos em média £ erro
padrdo. (n=3). ANOVA<0,0001. 100% = 184,5 nmol ATP x10’ células/mL.

4.6 Atividade antiamastigota
Depois de demonstrar a atividade contra a forma encontrada no inseto vetor,
fomos testar na forma intracelular. Para isto, macréfagos peritoneais de

camundongos Suicos foram infectados com promastigotas de L. braziliensis e
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incubados na auséncia ou presenca de diferentes concentracées de EGCG (3uM,
6uUM e 12uM) por 24 horas (Figura 22a) e 72 horas (Figura 22b). EGCG inibiu de
maneira dose-dependente o indice de infec¢do, que correlaciona o percentual de
macréfagos infectados com o nimero de amastigotas, apresentando um ICso de
3,72uM e 3,37uM em 24 horas e 72 horas respectivamente. Em 24 horas a inibi¢cao
do indice de infeccao foi de 73% e em 72 horas 94,9% na concentracao de 12uM.
Macrofagos tratados com EGCG ndo apresentaram diferencas significativas na
viabilidade celular (Figura 23a) e funcdo mitocondrial (Figura 23b) nas
concentracdes utilizadas no tempo de 72 horas. A EGCG apresentou um alto indice
de seletividade de 104,68 e 129,38 nos tempos de 24 e 72 horas, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3 - indice de seletividade

24 horas 3,72 389,4 104,68
72 horas 3,37 436,3 129,38

Valores de ICso de amastigota intracelular e macréfagos peritoneais tratados com diferentes
concentracdes de EGCG por 24 e 72 horas. A partir dos valores de ICsq foi obtido o indice
de seletividade pela razéo entre o ICsp de macréfagos e o ICso de amastigota.
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Figura 22 — Atividade antiamastigota da EGCG. Macr6fagos murinos foram infectados
com promastigotas de L. braziliensis e incubados na auséncia ou presenca de diferentes
concentracdes de EGCG (3uM, 6uM e 12uM) por 24 horas (a) e 72 horas (b), conforme
descrito no item 3.4.2. O valor de ICso foi de 2,25uM e 3,37uM em 24 horas e 72 horas
respectivamente. Dados expressos como média + erro padrao. (n=3). ANOVA <0,0001.
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Figura 23 — Efeitos citotoxicos da EGCG em macréfagos murinos. A citotoxicidade da
EGCG foi avaliada em macréfagos murinos incubados na auséncia ou na presenca de
concentragdes crescentes de EGCG por 72 horas. A viabilidade celular foi avaliada
colorimetricamente pelo AlamarBlue® (a) e o potencial de membrana mitocondrial dos
macrofagos foi avaliado espectrofluorimetricamente pelo JC-1 (b), conforme descrito no item
3.5. O controle positivo foi realizado com 0,1 % de Triton X-100 (T) (painel A) e 200 uM de
FCCP (painel B). Dados expressos como média + erro padrdo. (n<3).** Diferenca
significativa em relagéo ao controle. p<0,001.

4.6.1 Producado de ERO em amastigotas intracelulares tratados com EGCG

Na busca por um mecanismo de acdo da EGCG em amastigotas intracelulares
de L. braziliensis, macréfagos nao infectados e macrofagos infectados com L.
braziliensis foram incubados na auséncia ou na presenca de 12uM de EGCG e
500U/mL de catalase ou 500U/mL de PEG-catalase por 24 horas. EGCG ndao alterou
os niveis de producdo de ERO em macrofagos nédo infectados (Figura 24), bem
como nao houve diferenca significativa na producdo de ERO em macrofagos
infectados e nado tratados em relacdo ao macrofago ndo infectado e nem ao
macrofago nado infectado e tratado (Figura 24). Por outro lado, podemos observar
uma producdo de ERO em macrofagos infectados e tratados com 12uM de EGCG,
sugerindo que essa producao é proveniente de amastigotas intracelulares (Figura
24).
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Figura 24 — Producdo de ERO em amastigotas intracelulares. Macrofagos peritoneais
foram infectados, ou ndo, com promastigotas de L. braziliensis e incubados na auséncia ou
na presenca de 12uM de EGCG por 24 horas em placas negras de 96 pocos. Apos esse
tempo, as células foram lavadas e adicionadas 20uM de H.DCFDA por 40 minutos. A
andlise foi feita por espectrofluorimetria com comprimento de onda de excitagdo 507nm e
emissdo 530nm. O controle positivo foi obtido pela adicdo de 20U/mL de glicose oxidase +
60mM de glicose por 20 minutos. Os dados foram expressos pela Unidade Relativa de
Fluorescéncia (URF). M@ = Macréfago nao infectado sem tratamento; M@ + E = Macr6fago
nao infectado tratado com 12uM de EGCG; M@ inf = Macrofago infectado néo tratado; M@
inf + E = Macréfago infectado e tratado com 12uM de EGCG. Dados expressos em média +
erro padrdo. (n=3)* Diferenca significativa em relacdo ao macrofago infectado. p<0,05.

4.6.2 Efeito da catalase e PEG-catalase em macrofagos infectados e tratados
com EGCG

Para determinar se a diminuicdo do indice de infeccdo em macréfagos
infectados e tratados com EGCG é causada pelo aumento nos niveis de ERO, foi
elaborado um experimento semelhante ao realizado com promastigotas tratadas
com EGCG e 500U/mL de catalase ou 500U/mL de PEG-catalase. Portanto, foram
avaliados a producdo de ERO e o indice de infeccdo de macréfagos infectados ou
nao com L. braziliensis e incubados na auséncia ou na presenca de 12uM de EGCG
e 500U/mL de catalase ou 500U/mL de PEG-catalase por 24 horas. Inicialmente,
demonstramos que catalase e PEG-catalase ndo alteram o indice de infeccdo e ao

submeter os macréfagos infectados ao tratamento com 12uM de EGCG esse indice
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sofre uma diminuicao significativa de 79,3% (Figura 25a). Os macréfagos infectados
e tratados com 12uM de EGCG e catalase ou PEG-catalase ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos macrofagos que nédo foram submetidos ao
tratamento com EGCG e teve diferenca significativa quando comparados aos
macréfagos infectados e tratados com EGCG (Figura 25a). De maneira semelhante
em promastigotas, catalase e PEG-catalase foram capazes de proteger a amastigota
intracelular do estresse oxidativo gerado pela EGCG. Isso péde ser observado pelo
aumento dos niveis de ERO intracelular nos macrofagos infectados e tratados com
EGCG e diminui¢cdo desses niveis em macrofagos infectados e tratados com EGCG
e catalase ou PEG-catalase (Figura 25b). Fotomicrografias revelaram que
macrofagos infectados sem o tratamento com EGCG apresentaram um alto indice
de infeccdo (Figura 25c). Esse indice foi semelhante aos macrofagos infectados e
tratados com catalase ou PEG-catalase (Figura 25d, Figura 25e). Porém, ao realizar
o tratamento com EGCG, os macrofagos apresentaram uma reducéao significativa do
namero de amastigotas, diminuindo severamente o indice de infeccéo (Figura 25f).
Quando realizado o tratamento com EGCG juntamente com catalase ou PEG-
catalase, € visto novamente a presenca de varias amastigotas no interior do vacuolo
parasitéforo (Figura 25g-h). Podemos observar também que as enzimas catalase e

PEG-catalase nao alteram a viabilidade celular dos macrofagos.
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Figura 25 — Avaliacdo do mecanismo de acdo da EGCG em amastigota intracelular. (a)
Macro6fagos infectados foram incubados por 24 horas na auséncia ou presenca de 12uM de
EGCG 500U/mL de catalase ou 500U/mL de PEG-catalase. (b) A producdo de ERO foi
mensurada com HDCFDA e a sua producgdo foi avaliada fluorimetricamente, conforme
descrito no item 3.7. O controle positivo foi obtido com a adicdo de 20U/mL de glicose
oxidase + 60mM de glicose. Os dados foram expressos pela Unidade Relativa de
Fluorescéncia. Fotomicrografia em diferentes situagdes (aumento de 1000x): (c) M@ inf (d)
M@ inf + catalase. (e). M@ inf + PEG-catalase. (f). M@ inf + E. (g) M@ inf.+ E + catalase. (h)
M@ inf + E + PEG-catalase. M@ inf = Macréfago infectado ndo tratado; M@ inf.+ cat =
Macrofago infectado tratado com catalase; M@ inf + PEG = Macrofago infectado tratado com
PEG-catalse; M@ inf + E = Macréfago infectado tratado com EGCG; M@ inf.+ E + CAT =
Macréfago infectado tratado com EGCG e catalase; M@ inf + E + PEG = Macrofago
infectado tratado com EGCG e PEG-catalase. Fotomicrografia representativo de um total de
n=3. Dados expressos em média + erro padrdo. (n=3). * Diferenca significativa em relagao
ao M@ inf. p<0,05. ** Diferenga significativa em relagdo ao M@ inf. p<0,01. # Diferenca
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significativa em relacdo ao M@ inf + E. p<0,05. ## Diferenca significativa em relacdo ao M@
inf + E. p<0,01.

4.7 Atividade in vivo

Considerando os resultados obtidos in vitro, foram realizados testes para avaliar a
atividade da EGCG em modelo murino de leishmaniose cutdnea. Para isso,
promastigotas de L. braziliensis foram inoculadas na orelha direta de camundongos
BALB/c e ap0s 21 dias foi iniciado o tratamento diario durante 11 dias pela
administracao por via oral com 100mg/kg/dia de EGCG ou por via intraperitoneal
com 100mg Sb®*/kg/dia de antimoniato de meglumina. EGCG mostrou-se eficiente
logo ap6s o inicio do tratamento, controlando a progressdo doenca até o final do
experimento, apresentando diferencas significativas no tamanho da lesdo em
relacdo ao grupo controle e demonstrando um perfil semelhante ao antimoniato de
meglumina (farmaco de referéncia para o tratamento da leishmaniose) (Figura 26a),
além de promover uma reducdo significativa da carga parasitaria (Figura 26b).
Fotografias tiradas no 32° dia de infeccdo revelaram diferencas clinicas entre as
orelhas dos camundongos que nao receberam tratamento e oS que receberam
tratamento com EGCG por via oral e antimoniato de meglumina por via
intraperitoneal (Figura 26c-e). Testes bioquimicos realizados mostraram que o
tratamento via oral de EGCG ndo promoveu alteracées renais ou hepdaticas. Os
niveis de creatinina (avaliagdo da funcdo renal) foram semelhantes ao controle
tratado com PBS (veiculo da EGCG) (Figura 27a), assim como os niveis de ALT e
AST (avaliacdo da funcao hepética), que também foram semelhantes ao controle
(Figura 27b-c).
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Figura 26 — Atividade in vivo da EGCG. (a) Camundongos BALB/c foram infectados na orelha
com promastigotas de L. braziliensis e ap6s 21 dias de infecgdo foi dado inicio ao tratamento
(indicado pela seta) que foi realizado com 100mg/kg/dia de EGCG por via oral ou 100mg
Sb®'/kg/dia de antimoniato de meglumina via intraperitoneal por 11 dias continuos. (Inserto).
Tamanho da lesdo dos grupos no dia 32. (b) Apos 32 dias de infeccdo os animais foram
eutanasiados e a carga parasitaria foi obtida por LDA, conforme descrito no item 3.11. Foto
representativa da orelha no 32° dia de infec¢do do grupo controle (c); EGCG oral (d) e Antiménio
ip (e) em destaque diferenga do tamanho da lesdo. Dados expressos em média + erro padréo.
(n=10). ** Diferenca significativa em relacdo ao controle. p<0,001. *** Diferenca significativa em
relacdo ao controle. p<0,0001.
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Figura 27 — Avaliacao toxicoldgica. O soro obtido através da coagulacdo e centrifugacdo
do sangue coletado dos animais foi submetido a andlise de padrdes toxicologicos. Para a
avaliacdo da funcéo renal foi utilizado creatinina (a) (Valores de referéncia: 0,2-0,8 mg/dL);
para toxidade hepatica, foram utilizados a alanino aminotransferase (ALT) (b) (Valores de
referéncia: 28-132 U/L) e aspartato aminotransferase (AST) (Valores de referéncia: 59-247
U/L)(c), conforme descrito no item 3.11.1. Dados expressos em média + erro padréo. (n=10).
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5 DISCUSSAO

As leishmanioses ainda hoje sao classificadas como Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) As DTNs sao definidas como doencas mortais ou muito
graves, cujas opcOes de tratamentos sdo inadequadas ou ndo existem, e o seu
mercado é insuficiente para provocar uma pronta resposta do setor privado (Remme
e cols, 2002; MSF, 2001). Um levantamento feito entre 1975 e 2004 revelou que dos
1556 medicamentos langados no mercado apenas 21 sao destinados a pacientes
com DTNs, ou seja, um investimento inferior a 2% (DNDi, 2012; Lindoso e Lindoso,
2009).

O primeiro tratamento eficaz contra leishmaniose foi instituido pelo médico
brasileiro Gaspar Vianna (Vianna, 1912) e, desde entdo, os antimoniais sofreram
algumas modificacfes e até hoje sdo utilizados na clinica como primeira opcéo de
tratamento na maioria dos paises. Outros farmacos também foram desenvolvidos
contra a leishmaniose, porém todos apresentam severos efeitos colaterais, altos
custos, além de dificuldades no tratamento por serem administrados por via
intramuscular ou endovenosa e apresentarem varios relatos de resisténcia e falha no
tratamento (Gasser e cols, 1994; Sundar e cols 1998). Nesse contexto, faz-se
necessaria a busca de novos farmacos e alvos terapéuticos que possibilitem o
desenvolvimento de outros compostos que apresentem menor toxicidade, maior
eficacia e facilidade de administracao.

Hoje, varias substancias derivadas de plantas sé@o aplicadas no tratamento de
diversas doencas e representam uma grande oportunidade para o descobrimento de
novos medicamentos (Polonio e Efferth, 2008; Ndjonka, 2013). Dentre os derivados
de plantas que vem recebendo grande destaque estao os flavondides. Estes sao
metabdlitos secundarios que pertencem ao grupo dos polifendis e sdo sintetizados
por plantas, como a Camelia sinesensis e C. recucita. Devido as suas propriedades
farmacoldgicas, vem recebendo destaque por possuirem atividades antivirais,
antiinflamatdrias, antineoplasicas, tripanosomicidas e leishmanicidas (Weston e
Mathesius, 2013; Aboulaila e cols, 2010; Guida e cols, 2007; Hoensch e Oertel,
2012; Fonseca-Silva e cols, 2011, In4cio e cols, 2012). A epigalocatequina-3-galato

(EGCG) é um flavonoide e a principal catequina do cha verde originado da C.
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sinesensis. Esse composto tem recebido destague por apresentar potentes efeitos
terapéuticos, inclusive em parasitos da familia Trypanosomatidae, como por
exemplo, Trypanosoma cruzi (Guida e cols, 2007). No presente estudo,
demonstramos a atividade da EGCG em ambas as formas de L. braziliensis bem
como 0 seu mecanismo de agdo e o seu efeito in vivo em modelo murino de
leishmaniose cutanea.

O tratamento com EGCG nas formas promastigotas de L. braziliensis inibiu a
proliferagédo celular de maneira dose-dependente no tempo de 72 horas. O composto
inibiu 83,9% do crescimento do parasito na concentracdo de 500uM apresentando
um ICso de 278,5uM (Figura 14). Efeito similar foi demonstrado em T. cruzi (Guida e
cols, 2007) e L. amazonensis (Inacio e cols, 2012).

De modo geral, os flavonoides sdo conhecidos por apresentarem um alto
potencial antioxidante, estando associadas no combate de doencas
cardiovasculares e cancer. Essa propriedade esta relacionada cin a indicacdo de
consumo diario principalmente de frutas e outros vegetais (Havsteen, 2002). Por
outro lado ja foi demonstrada a producdo de ERO em células de cancer tratadas
com alguns flavonéides, como a quercetina, apigenina e EGCG (Bishayee e cols,
2013; Das e cols, 2012; Li e cols, 2009), assim como ja foi demonstrada a producéo
de ERO em L. amazonensis tratadas com quercetina (Fonseca-Silva e cols, 2011). A
EGCG pode apresentar efeito pro-oxidante ou antioxidante. O que determina esse
fato € o ambiente e a concentracdo do composto (Yang e cols, 2004; Zhou e Elias,
2013). A produgédo de H20:2 ja foi observada em células beta do pancreas tratadas
com EGCG (Suh e cols, 2010). De maneira semelhante, foi observado que
promastigotas de L. braziliensis tratadas com concentracdes crescentes de EGCG
tiveram um aumento dose-dependente da producdo de ERO (Figura 15). Dentre as
espécies reativas de oxigénio, encontra-se o anion superéxido, o radical hidroxila e o
peréxido de hidrogénio. A EGCG é capaz de gerar seletivamente um aumento
significativo na producéo de H202 (Figura 16a) em promastigotas de L. braziliensis
de maneira dose dependente. Para melhor esclarecer o mecanismo de acédo da
EGCG, foi avaliada a correlacdo entre a producéo de H202 e o percentual de inibicao

dos promastigotas tratadas com EGCG. Este apresentou uma linearidade entre
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esses dois eventos, com um R? = 0,975 (Figura 16b). Ainda para corroborar os
resultados, foram utilizadas as enzimas catalase e PEG-catalase para observar se a
produgcdo de H20: estaria sendo responsavel pela inibicdo da proliferacdo celular
dos promastigotas. A catalase € uma enzima que protege as células dos danos
oxidativos degradando o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (2H202 - 2H20
+ O2) (Alfonso-Prietro e cols, 2012). Primeiramente, foi demonstrado que os
promastigotas incubados somente com catalase ou PEG-catalase ndo alteraram a
sua viabilidade celular nem a producéo de H202 (Figura 17). E, quando submetidos
ao tratamento conjunto de EGCG com catalase ou PEG-catalase observou-se que o
namero de células viaveis foi equiparado ao controle, assim como a producao de
H202, além de apresentar diferenca significativa do numero de células viaveis e
niveis de H20: produzidos pelos promastigotas tratadas somente com EGCG (Figura
17). Dessa forma, fica claro que o mecanismo de inibicdo celular se d&
seletivamente pela producdo de H202. A catalase ja foi usada por Suh e
colaboradores (2010) para demonstrar uma protecdo do efeito inibitério da EGCG
em células beta pancreéticas, que esta relacionada a producao de H20:.

A manutencdo de um ambiente intracelular adequado, com a reducédo de
dissulfetos e a neutralizacdo de hidroperdxidos, ocorre, na maioria dos sistemas
bioldgicos, por reacdes eficientes de oOxido-reducdo envolvendo a glutationa e a
glutationa redutase. Entretanto, a glutationa redutase ndo é encontrada em
tripanosomatideos, e o equilibrio entre as formas glutationa, ocorre através de uma
troca ndo enzimatica tiol-dissulfeto com a tripanotiona (Fairlamb, 1989; Krauth-Siegel
e cols, 1995). A forma reduzida da tripanotiona T(SH)2 é mantida dentro da célula
através da acdo especifica da tripanotiona redutase (TR). A T(SH)2 € uma molécula
chave nos mecanismos de defesa destes parasitos contra os danos oxidativos. O
desbalanco redox pode induzir um aumento nos niveis de ERO (Lazarin-Biddia e
cols, 2013; Irigoin e cols, 2008). O tratamento de promastigotas de L. braziliensis por
72 horas com 500pM de EGCG inibiu aproximadamente 46% da atividade da TR
(Figura 18). A relagéo entre a diminuicdo da atividade da TR com a producdo de
ERO ja foi vista em outros parasitos. Em T. cruzi, foi demonstrado que a neoglinana

eupomatendide-5 isolada da planta Piper regnali induziu um desbalanco oxidativo
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nas trés formas evolutivas do parasito, demonstrados pelo aumento nos niveis de
ERO e diminuicdo da atividade da TR (Lazarin-Bidoia e cols, 2013). Portanto,
nossos dados sugerem que a EGCG inibe a TR, promovendo um desbalanco redox
no parasito e, consequentemente, gerando um aumento nos niveis de ERO.

E amplamente descrito que um aumento nos niveis de ERO podem
desencadear uma diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial (AWm)
(Fidalgo e Gille, 2011; Galluzi e cols, 2013). Uma caracteristica geral de todos os
tripanosomatideos é que eles apresentam uma uUnica, iSSO a torna uma organela
atrativa como alvo terapéutico, pois esta diretamente envolvida na producdo de ATP
através da fosforilacdo oxidativa (Fidalgo e Gille, 2011). Nos metazoarios,
mitocondrias viaveis podem compensar o mau funcionamento daquelas que foram
danificadas. Entretanto, em Leishmania, o processo de sobrevivéncia esti
relacionado diretamente com o funcionamento dessa Unica organela e, em Ultima
instancia, de sua cadeia respiratéria (Shaha, 2006). Foi descrito que EGCG tem
efeito direto em promastigotas de L. amazonensis, gerando diminuicdo no AWm que
esta relacionada com a inibicdo dos promastigotas tratados com o composto (Inacio
e cols, 2012). Conforme o esperado, EGCG também induziu a perda do AWm em
promastigotas de L. braziliensis. Esse evento pbéde ser observado tanto por
citometria de fluxo, utilizando-se rodamina 123 (Figura 19) como também por
espectrofluorimetria, utilizando-se o JC-1 (Figura 20), um corante mais sensivel e
especifico para funcdo mitocondrial (Savioli e cols, 1997). Ambos demonstraram
uma diminuicdo dose-dependente do AWm das células tratadas com EGCG. O
ensaio por citometria de fluxo foi quantificado através do indice de variacdo, que é
obtido pela diferenca entre a mediana de fluorescéncia dos parasitos tratados com a
dos parasitos controles dividido pela mediana do controle (Menna-Barreto e cols,
2009). Conforme mostrado na Tabela 3, houve uma diminuicdo nos valores desse
indice, indicando uma despolarizacdo da membrana mitocondrial das promastigotas
tratadas com EGCG. Alteragbes ultraestruturais e colapso do AWm ja foram
observados em L. amazonensis (Inacio e cols, 2012; Fernanda-Silva e cols, 2011;
Khouri e cols, 2010), L. donovani (Roy e cols, 2008) e T. cruzi (Menna-Barreto e cols

2007, 2009; Santa-Rita e cols, 2006) apds o tratamento com diversos compostos.
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O potencial de membrana mitocondrial é essencial para a sobrevivéncia das
células. Alteracdes nesse potencial podem gerar varios eventos, como diminui¢do da
atividade da cadeia transportadora de elétrons, levando a uma diminuicdo da
concentracdo de ATP intracelular. Durante a fosforilacdo oxidativa, os elétrons sdo
movidos pela cadeia respiratoria mitocondrial e um gradiente de prétons é gerado
através da membrana interna da mitocéndria, produzindo ATP (Fidalgo e Gille,
2011). A auséncia do potencial de membrana mitocondrial em células tratadas com
a naftoquinona LQB-118 induziu uma diminuicdo nos niveis de ATP em L.
amazonensis (Ribeiro e cols, 2013). Foi demonstrado que EGCG diminuiu a
producdo de ATP em promastigotas tratadas com crescentes concentracdes do
composto por 72 horas, chegando a uma inibicdo de aproximadamente 84% dessa
producdo quando tratados com 500uM. Esse evento estaria relacionado com a
perda do potencial de membrana mitocondrial gerado, pois a célula estaria perdendo
prétons do espaco intermembranar mitocondrial. Sem eles, ndo seria possivel gerar
ATP pela FoF1 ATP sintetase (Roy e cols, 2008).

ApoOs demonstrar a atividade da EGCG contra a forma encontrada no inseto
vetor, fomos investigar se o composto também seria eficaz na forma intracelular
encontrada no hospedeiro vertebrado. Assim como em promastigotas, a EGCG
também mostrou-se eficiente no controle da infeccdo causada por L. braziliensis em
macréfagos murinos, tanto no tempo de 24 horas (Figura 22a) e 72 horas (Figura
22b). EGCG néo foi téxica para os macréfagos murinos (Figura 23a), assim como
nao alterou o potencial mitocondrial dessas células (Figura 23b). A Tabela 2 indica
os valores de ICso dos macréfagos e amastigotas quando submetidas ao tratamento
com EGCG por 24 horas e 72 horas. A partir desses dados, foi calculado o indice de
seletividade. Segundo Weniger (Weniger e cols, 2001), considera-se que a eficacia
biolégica ndo é devido a citotoxicidade in vitro quando este indice é = 10. Nesse
caso, EGCG mostrou-se bastante seletiva em induzir danos apenas nas amastigotas
intracelulares, apresentando um indice de seletividade de 104,68 e 129,38 em 24
horas e 72 horas, respectivamente.

Com os resultados obtidos nas formas promastigotas em relagdo ao

mecanismo de acdo, propomos um mecanismo semelhante para as formas
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amastigotas. Na Figura 24 mostramos que a EGCG atua induzindo a producao de
ERO de maneira seletiva nas formas amastigotas do parasito. Nao foram
observadas alteracdes dessa producdo em macrofagos nao infectados e tratados
com o composto, ao passo que em macrofagos infectados e tratados com 12uM de
EGCG houve uma produgcdo aproximadamente 3 vezes maior em relagdo aos
macrofagos sem infeccdo e macrofagos infectados. Para confirmar esses dados,
também foram utilizadas as enzimas catalase e PEG-catalase com o objetivo de
sugerir que a EGCG estaria diminuindo a infeccdo de amastigotas por sua atuacéo
no balango redox do parasito, induzindo a formacdo de ERO. EGCG atuou
seletivamente nos macrofagos infectados que nao foram tratados com catalase ou
PEG-catalase. Nesses macrofagos, gerou diminuicdo do indice de infeccdo e
aumento na producdo de ERO em 24 horas, mostrando que essa producao é um
efeito primario da EGCG no tratamento contra as amastigotas intracelulares. Por
outro lado, os macréfagos que foram tratados com EGCG concomitantemente com
as enzimas apresentaram maior indice de infeccdo e menor producédo de ERO. Esse
evento estaria acontecendo pela acdo protetora da catalase e PEG-catalase aos
peroxidos de hidrogénio, pois sem as enzimas a EGCG atua diretamente nas
amastigotas levando a formacdo de ERO. Ja com as enzimas, ocorre a rea¢cao com
o peroxido de hidrogénio, protegendo as amastigotas desse estresse oxidativo
(Figura 25).

O tratamento para a leishmaniose €, ainda hoje, considerado toxico e ineficaz,
e baseado no sucesso in vitro da EGCG em L. braziliensis realizamos um ensaio in
vivo para demonstrar sua eficiéncia no tratamento da leishmaniose cutanea em
modelo murino. A atividade in vivo da EGCG ja foi demonstrada contra: virus do
papiloma humano (HPV) (He e cols, 2013); cancer de péancreas (Shankar e cols,
2013); endometriose (Ricci e cols, 2012); doenca de Chagas (Guida e cols, 2007).

Os modelos de animais sdo amplamente utilizados, tanto para estudar o curso
da doenca, quanto para avaliar a atividade de novas drogas (Hudson e De Vito,
1994), sendo o0 modelo murino de leishmaniose usado principalmente como
ferramenta para elucidar perfis imunoldgicos da doenca, para esclarecer eventos

celulares em camundongos geneticamente diferentes e, principalmente, na busca de
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novos quimioterapicos. Ainda ndo existe um modelo murino ideal para a infecgédo
com L. braziliensis, uma vez que a maioria dos modelos utilizados para as outras
espécies de Leishmania se mostra resistentes a infeccdo com L. braziliensis. Esse
fendtipo vem sendo associado a incapacidade do parasito em inibir a resposta do
tipo Th-1 desenvolvida pelo hospedeiro apds a infeccdo, caracterizada pela
producao de altos niveis de IFN-y e baixa producao de IL-4 e IL-10 (de Moura e cols,
2005). Mesmo assim, o modelo murino experimental de leishmaniose cutanea
causado por L. braziliensis tem sido estabelecido em camundongos BALB/c. A
estratégia para o sucesso desse modelo € baseada na mimetiza¢do do curso natural
da doenca, realizando um inoculo pequeno (10°>-10%) na derme da orelha do
camundongo. Nesse modelo, ocorre o0 aparecimento da lesdo que progride de
maneira crescente até proximo a quarta semana, mas diminui gradativamente pelo
tipo de resposta imunolégica do camundongo (de Moura e cols, 2005; Khouri e cols,
2010). Além do efeito in vitro, EGCG também mostrou-se eficiente para o controle da
doenca in vivo por via oral. E importante observar que o tratamento foi iniciado apds
3 semanas de infeccdo, pois neste tempo, jA podia ser observada uma leséo
caracteristica da doenca (Miguel e cols, 2009).

Quando a EGCG foi avaliada em modelo murino de doenca de Chagas aguda,
a concentracao utilizada foi de 0,8mg/kg/dia, porém a administracéo foi realizada por
via intraperitoneal (Guida e cols, 2007). Ao ser utilizada a administragéo por via oral,
concentragbes mais elevadas foram utilizadas, como é o caso do tratamento para
tumor no pancreas (60-100mg/kg/dia) (Shankar e cols, 2013) e endometriose (20-
100mg/kg/dia) (Ricci e cols, 2012). Essa discrepancia pode ser explicada pelo efeito
de primeira passagem sofrido no figado, onde aproximadamente 80% &
metabolizado nesse 6rgdo (Havsteen, 2002). A concentracdo utilizada de EGCG
para o tratamento da leishmaniose cutdnea em camundongos infectados com L.
braziliensis foi de 100mg/kg/dia. Logo nos primeiros dias apés o inicio do tratamento,
EGCG ja se mostrou bastante eficiente diminuindo significativamente o tamanho da
lesdo em apenas 5 dias de administracdo. Neste periodo, no grupo controle, que
recebeu o veiculo (PBS), houve um aumento da lesdo atingindo o &pice na

espessura da lesdo. Apds esse pico, a lesdo dos animais do grupo controle diminuiu
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gradativamente, ao passo que os animais tratados com EGCG tiveram uma reducéo
mais acentuada, apresentando uma diferenca significativa do tamanho da lesdo em
relacdo aos animais do controle, que se manteve até o final do experimento (32° dia)
(Figura 26a). O grupo que foi tratado com antimoniato de meglumina administrado,
farmaco de referéncia para o tratamento da leishmaniose — por via intraperitoneal —,
demonstrou um perfil de controle da doenca semelhante ao grupo tratado com
EGCG por via oral, apresentando diferencas significativas em relacdo ao grupo
controle desde o inicio do tratamento. Trinta e dois dias ap0s a infecgdo ndo houve
diferenca significativa no tratamento da EGCG por via oral com o tratamento
realizado com antimoniato de meglumina por via intraperitoneal (Figura 26 inserto).
Ao final do experimento (32° dia apO6s a infeccdo), a carga parasitaria foi
determinada por diluicdo limitante e revelou uma diminuicdo significativa do nimero
de parasitos por miligrama de tecido entre o grupo controle e o tratado, sem
diferenca significativa entre os grupos tratados com EGCG e antimoniato de
meglumina (Figura 26b). Fotografias demonstraram diferencas no estagio da
evolugao da doenca. Mesmo sendo caracterizado um perfil de cura espontanea da
doenca nesse modelo de animal ainda € possivel observar em destaque uma lesédo
de leishmaniose em estagio de nédulo (Figura 26c¢). Esse estagio € caracterizado
por uma epiderme intacta, com forte infiltrado de macréfagos e parasitos. Por outro
lado, os grupos tratados com EGCG por via oral e antimoniato de meglumina (Figura
26d-e, respectivamente) apresentaram uma aparéncia caracteristica de lesao
cicatrizada, com leve depressdo na pele, fibrose dérmica e com pouco parasito
(Neves, 2005). Os principais marcadores sorologicos de toxicidade renal e hepdtica,
como a creatinina e as transaminases, foram avaliados nos camundongos tratados
com EGCG, antimoniato de meglumina e que receberam o veiculo PBS. Todos os
valores séricos se encontram dentro da faixa dos valores de referéncia (Figura 27).
Além disso, nenhum sinal de toxicidade foi observado nos camundongos, como

alteracdes comportamentais ou perda de peso.
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6 CONCLUSOES

« O tratamento com EGCG inibe de maneira dose-dependente a proliferacao
celular de promastigotas de L. braziliensis;

« EGCG é capaz de diminuir o indice de infeccdo de maneira dose-dependente
em macrofagos murinos infectados com L. braziliensis, sendo seletivamente

citotoxico para os parasitos intracelulares;

» O mecanismo de a¢éo sugerido em promastigotas de L. braziliensis se da pela
inibicdo da tripanotiona redutase, que causa desequilibrio no balanco redox,
gerando producdo de peroxido de hidrogénio. Essa producdo induz a uma
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, consequentemente
diminuindo os niveis de ATP. Esse processo desencadeia a morte do parasito
(Figura 28);

« Um mesmo mecanismo de acdo pode ser proposto para amastigota com a
inibicdo da tripanotiona redutase, pois os resultados sugerem que a EGCG
também induziu a formagdo de ERO nessa forma evolutiva (Figura 28);

« EGCG ¢é capaz de controlar a progressao da leishmaniose em modelo murino
por via oral, sem apresentar toxicidade ao camundongo. Essas caracteristicas
a torna um possivel protétipo para o tratamento clinico da leishmaniose

cutanea.
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Figura 28 — Mecanismo de agdo proposto da EGCG em promastigota e amastigota de
L. braziliensis.
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