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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Estudo do efeito da EGCG in vitro e in vivo, suas associagdes e mecanismo
molecular de acdo em Leishmania infantum

RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Job Domingos Inacio Filho

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas presentes em 98 paises e
sdo responsaveis pelo acometimento de 1,6 milhdo de novos casos por ano,
podendo levar a aproximadamente 60 mil obitos. Essas doencas sdo causadas por
parasitos protozodrios do género Leishmania as quais podem apresentar diversas
manifestacdes clinicas que vao desde o acometimento da pele, podendo acometer
as mucosas, até a forma clinica mais grave que é a leishmaniose visceral na qual o
individuo vem a O6bito caso néo receba o diagndstico e tratamento adequados.
Nesse contexto, o tratamento atual para as leishmanioses tem se baseado nos
antimoniais pentavalentes. Outras alternativas compdem a segunda escolha, como a
anfotericina B e a pentamidina, e em alguns paises a miltefosina tem sido utilizada
como primeira escolha para o tratamento das leishmanioses. De um modo geral,
esses farmacos apresentam elevada toxicidade, alto custo no tratamento além de ja
serem descritos isolados clinicos com fendétipo de resisténcia aos tratamentos atuais.
Dessa forma, a busca por novos compostos que atuem em vias seletivas desses
parasitos vem sendo estudada além da associacdo de novos compostos com os ja
utilizados na clinica. O flavonoide EGCG ¢é o principal catequina do cha verde e vem
demonstrando resultados promissores em diferentes modelos in vitro e in vivo de
leishmanioses. Parte do seu mecanismo de a¢do envolve o acumulo nos niveis de
ROS, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e consequentemente a
morte do parasito. Dessa forma, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito in vitro
da EGCG em Leishmania. infantum, estudar sua interacdo com os farmacos
utilizados na clinica para as leishmanioses, bem como demonstrar a participacdo da
tripanotiona redutase (TR) como parte do mecanismo molecular de acdo e a
avaliacdo in vivo. A EGCG demonstrou atividade antipromastigota com um ICso de
162,0uM. O estudo da associacdo com miltefosina ou anfotericina B em
promastigotas revelou uma interacdo aditiva. JA& 0 mecanismo de acdo envolve o
aumento nos niveis de H202 decorrente da inibicdo da TR, desencadeando uma
diminuicdo no potencial de membrana mitocondrial e subsequente diminuigdo nos
niveis de ATP intracelular, levando a morte do parasito. Nossos resultados em
amastigota intracelular revelaram um ICso de 3,8uM com uma inibicdo de 90% na
concentracdo de 24uM. O estudo in vivo confirmou o alto potencial da EGCG que
administrado com 12,5mg/kg por via oral por apenas 5 dias duas vezes ao dia
reduziu em 92% a carga parasitaria no figado de camundongos infectados. Sendo
assim, nossos dados revelam-se promissores como uma possivel alternativa para o
tratamento das leishmanioses.

Palavras-chave: leishmanioses, quimioterapia, Leishmania infantum, EGCG,
tripanotiona redutase.

Xi



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Study of the effect of EGCG in vitro and in vivo, its associations and molecular
mechanism of action in Leishmania infantum

ABSTRACT
DOCTORAL THESIS

Job Domingos Inacio Filho

Leishmaniasis are neglected tropical diseases present in 98 countries and is
responsible for the emergence of 1.6 million new cases per year, which can lead to
approximately 60 thousand deaths. These diseases are caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania, which present several clinical manifestations that
range from the involvement of the skin affecting the mucous membranes, to the most
severe clinical form visceral leishmaniasis, which the individual comes to death if do
not receive the proper diagnosis and treatment. In this context, current treatment for
leishmaniasis has been based on pentavalent antimonials, and in some countries
miltefosine has been used as the first choice for the treatment of leishmaniasis. Other
alternatives make up the second choice, such as amphotericin B and pentamidine. In
general, these drugs present high toxicity, high cost in treatment, and clinical isolates
with resistance phenotype to current treatments have already been described. Thus,
the search for new compounds that act in selective pathways of these parasites have
been studied in addition to the association of hew compounds with those already
used in the clinic. The flavonoid EGCG is the main catechin of green tea and has
shown promising results in different in vitro and in vivo models of leishmaniasis. Part
of its mechanism of action involves accumulation in ROS levels, decrease of
mitochondrial membrane potential and consequently death of the parasite. Thus, the
objective of this study was to evaluate the in vitro effect of EGCG on L. infantum, its
interaction with the drugs used in the treatment for leishmaniasis, as well as to
demonstrate the participation of TR as part of the molecular mechanism of action and
its evaluation in vivo. EGCG demonstrated antipromastigote activity with an ICso of
162.0uM. The study of the association with miltefosine or amphotericin B in
promastigotes revealed an additive interaction. On the other hand, the mechanism of
action involves an increase in H20:2 levels due to the inhibition of TR, triggering a
decrease in mitochondrial membrane potential and subsequent decrease in
intracellular ATP levels, leading to death of the parasite. Our results on intracellular
amastigote revealed an ICso of 3.8uM with a 90% inhibition at 24uM concentration.
The in vivo study confirmed the high potential of EGCG administered with 12.5mg/kg
orally for only 5 days twice a day reduced the parasite load in the liver of infected
mice by 92%. Thus, our data are promising as a viable alternative for leishmaniasis
treatment.

Key words: leishmaniasis, chemotherapy, Leishmania infantum, EGCG,
trypanothione reductase.
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1. Introducao



1.1. Doencas Tropicais Negligenciadas

Doencas infecciosas geram um grande impacto para a saude publica ao redor
do mundo. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelam que, no geral,
essas doencas prevalecem em regides de clima tropical e subtropical em 149 paises
podendo afetar aproximadamente 1 bilhdo de pessoas por ano, no qual individuos
que residem em condi¢des precarias de vida, com pouco ou nenhum saneamento
basico e em contato proximo com vetores infectados s@o os mais afetados
(NDJONKA et al., 2013). Dentre essas doencas podemos citar: dengue,
chikungunya, raiva, tracoma, Ulcera de Buruli, bouba, hanseniase, doenca de
Chagas, tripanossomiase humana africana, leishmanioses, malaria, teniase,
neurocisticercose, dracunculiase, equinococose, doencgas transmitidas por
alimentos, filariose linfatica, micetoma, oncocercose, esquistossomose e helmintiase
transmitida pelo solo (WHO, 2017a).

Essas doencas estéo classificadas segundo a OMS como Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN), uma vez que nado recebem um grande apoio de industrias
farmacéuticas no que tange a pesquisa e desenvolvimento de estratégias para o
controle, prevencdo e tratamento dessas doencas (DIMASI; GRABOWSKI;
VERNON, 1995). Entre os anos de 1975-1999 apenas 1,1% dos novos produtos
terapéuticos foram desenvolvidos para doencas negligenciadas. Dos 850 novos
produtos registrados entre os anos de 2000-2011 apenas 97 (4%) foram indicados
para doencas negligenciadas. Nesse mesmo periodo apenas 4 novas entidades
quimicas, 1% de um total de 336, foram aprovadas para esse grupo de doencas e
em 31 de dezembro de 2011 dos 148.145 novos produtos registrados, apenas 2016
(1%) foi registrado para doencas negligenciadas (PEDRIQUE et al., 2013).

Nesse contexto, diferentes organizacdes sem fins lucrativos e diversos paises
tém se engajado para oferecer meios necessarios para a erradicacdo dessas
doencas através de propostas que visem ampliar a discusséo e a sua resolugcdo. 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 NagbGes Unidas para a Infancia (UNICEF), Banco Mundial e OMS. Outros
programas e fundacbes também tem gerado um impacto direto na pesquisa e
desenvolvimento em DTN, como é o caso da Iniciativa Medicamentos para Doencas
Negligenciadas, (Drugs for Neglected Diseases initiative — DNDi) e a Fundacao Bill e

Melinda Gates. A prépria OMS vem realizando diversas reuniées com pauta voltada
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para a elaboracéo de iniciativas para a erradicacdo das DTN. Em maio de 2013 foi
realizada a 662 Assembleia Mundial da Saude que teve como metas intensificar e
integrar medidas contra doencas tropicais negligenciadas e planejar investimentos
para melhorar a salde e o bem-estar social das populagfes afetadas (WHO, 2012).
Além dessa iniciativa, também foi elaborada uma lista com diferentes Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) que contempla 17 objetivos e 169 metas
envolvendo tematicas diversificadas como a erradicacdo da pobreza, reducdo das
desigualdades, educacao, saude, acabar com as epidemias de AIDS, tuberculose,
malaria e doencas tropicais negligenciadas, combater a hepatite, doencas
transmitidas pela agua, e outras doencas até 2030 (WHO, 2017hb).

1.2. Leishmanioses

As leishmanioses estdo classificadas no grupo de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) e sdo amplamente distribuidas ao redor do mundo (Figura 1.1
e Figura 1.2). Sdo causadas por parasitos protozoarios intracelulares obrigatérios da
familia Trypanosomatidae e do género Leishmania. Dados mais recentes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam numeros preocupantes. Presente em
98 paises, onde 350 milhdes de pessoas vivem em local de risco da infec¢do, sao
responsaveis por cerca de 1,6 milhdo de novos casos por ano e podem induzir
aproximadamente 60 mil ébitos por ano (WHO, 2010, 2017c; ALVAR et al., 2012).
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Figura 1.1 - Distribuicdo da leishmaniose tegumentar ao redor do mundo. (Adaptado de WHO,
2017c).



- o
Status de endemicidade da LV

[ Endémico

e Altos indices
.‘“- Sem casos autot':tones reportados

E Casos pre{riamenfé reportados

Nimero de novos casos de LV reportal:ibs

[_Jo

I:I 1-99

- 100-999 0 B0 1700 3,400 Kem
- 10004999

— R

[ ] Dados n#o disponiveis '

Figura 1.2 - Distribuicdo da leishmaniose visceral ao redor do mundo. (Adaptado de WHO, 2017c).

Essas doencas apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas que
podem ser dividas em: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV).
Ambas manifestacdes estdo amplamente distribuidas em varios paises (ALVAR et
al., 2012; WHO, 2017c). Enquanto a LT € a forma mais comum da doenca, a LV é a
mais grave e pode ser fatal (SANTOS et al., 2008; EL-ON, 2009; WHO, 2017c).
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Figura 1.3 - Numero de casos de LT registrados entre 1998 e 2015 (A) e somente em 2015 (B).
(Modificado de WHO, 2017c). AFR = Africa; AMR = Américas; EMR = Mediterraneo Oriental; EURO =
Europa; SEAR = Sudeste Asiatico; WPR = Pacifico Ocidental.



Os ultimos dados levantados pela OMS indicam que s6 em 2015 foram
reportados 197.552 novos casos de LT e 23.804 novos casos de LV. Mais de 90%
dos novos casos de LT ocorreram no Mediterraneo Oriental e nas Américas
(principalmente Brasil, Coldmbia e Peru) (Figura 1.3) (WHO, 2017c). O Brasil
também participa da lista dos 5 paises que compdem 75% dos casos de LT em todo
mundo, juntamente com Afeganistdo, Republica Islamica do Ird, Iraque e Republica
Arabe da Siria (WHO, 2017c).
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Figura 1.4 - Numero de casos de LV registrados entre 1998 e 2015 (A) e somente em 2015 (B).
(Modificado de WHO, 2017c). AFR = Africa; AMR = Américas; EMR = Mediterraneo Oriental; EURO =
Europa; SEAR = Sudeste Asiatico; WPR = Pacifico Ocidental.

Para os casos de LV 0s numeros também sdo alarmantes. 39% dos casos
foram registrados no Sudeste Asiatico, 24% na Africa e 19% no Mediterraneo
Oriental (Figura 1.4). Ainda sim foram identificadas 3 regides de alta incidéncia da
LV, a saber: Leste da Africa (Etiopia, Quénia, Somalia, Suddo do Sul, Sudio e
Uganda) reportaram 40% dos casos, o Subcontinente Indiano (Bangladesh, india e
Nepal) 39% e Brasil, que reportou 14%. Ainda nesse contexto, o Brasil juntamente
com outros 6 paises representa 90% dos casos de LV em todo o mundo, ao lado de
india, Suddo do Sul, Sudao, Etiopia, Quénia e Somalia (WHO, 2017c). Ao analisar
os dados epidemioldgicos entre os paises das Américas os dados sao ainda mais
alarmantes, s6 o Brasil registrou aproximadamente 95% dos casos de LV
registrados entre o periodo de 2003 a 2007 e possui uma incidéncia anual de 4200 a
6300 de novos casos (ALVAR et al., 2012).



A LV esta presente na maioria dos estados brasileiros (Figura 1.5) € no ano
de 2015 foram registrados no total 3289 novos casos de LV, tendo as regides
Nordeste e Norte com maiores taxas de incidéncia para esse periodo (Tabela 1.1),
sendo também as regides com menores IDH do pais segundo o Programa das
Nacdes Unidas para o Desenvolvimento (PNUD) (PNUD, 2016).
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Figura 1.5 - NotificagBes de LV no Brasil em 2015. Fonte: SVS/MS.

Tabela 1.1 - Registros de LV no Brasil em 2015.

Regiao Casos confirmados Incidéncia
Nordeste 1806 | 54,9% 3,2
Norte 469 | 14,2% 2,7
Centro-Oeste 157 | 4,8% 1
Sudeste 538 | 16,4% 0,6
Sul 5]0,1% 0
UF ignorada 3141 9,5% -
Total 3289 | 100% -

Fonte: Sinan/SVS/MS



1.3. Vetores das leishmanioses

As formas clinicas das leishmanioses sdo transmitidas durante o repasto
sanguineo da fémea do flebotomineo (ordem Diptera, familia Psychodidea,
subfamilia Phlebotominae). Estima-se que aproximadamente 30 diferentes espécies
de flebotomineos sdo capazes de transmitir as leishmanioses (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018) e aproximadamente 20 transmitem as leishmanioses ao homem
(DESJEUX, 2004). Sao insetos de pequeno porte, medindo de 2 a 3 mm,
apresentando em seu corpo intensa pilosidade (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE
SOUZA, 2002). Os flebotomineos adultos sdo adaptados a viver em locais escuros e
umidos e se alimentam de fontes naturais de acucar, como seiva vegetal, sua
principal fonte de carboidratos. Porém, as fémeas também necessitam de
alimentacdo sanguinea para a ovogénese (ADLER, 1964; SCHLEIN; WARBURG,
1986; KILLICK-KENDRICK, 1999).

Dois géneros de flebotomineos sao responsaveis por transmitir a Leishmania
para os hospedeiros vertebrados: Lutzomyia, no Novo Mundo (Figura 1.6A) e
Phlebotomus, no Velho Mundo (Figura 1.6B) (NEUBER, 2008). Os hospedeiros
vertebrados incluem grande variedade de mamiferos: roedores, endentados (tatu,

tamandua, preguica), marsupiais (gambd), canideos e primatas, incluindo o homem.

Figura 1.6 - Vetores das leishmanioses. (A) Lutzomyia; (B) Phlebotomus. (Disponivel em:
http://www.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2003/Leishmania/Vector%20and%20Reservoirs1.
html).



1.4 Parasito Leishmania

Os protozoarios parasitos do género Leishmania foram descritos pela primeira
vez por Leishman e Donovan, no final do século XIX (ROSS, 1903). Esses
tripanosomatideos apresentam uma rede de microtubulos subpeliculares bastante
rigida, conferindo a estes protozoarios formas celulares bem definidas durante seu

ciclo biologico: amastigotas e promastigotas (Figura 1.7) (CHANG; FONG, 1983).

As formas amastigotas apresentam-se tipicamente ovoides ou esféricas. O
cinetoplasto em forma de bastdo pequeno — situado na maioria das vezes proximo
do nucleo — é distinto da forma promastigota. Ndo héa flagelo livre, apenas um
rudimento que esta presente na bolsa flagelar, uma invaginacdo da superficie do
parasito. As formas promastigotas sdo alongadas, da sua regido anterior (bolsa
flagelar) emerge um flagelo livre. No citoplasma, o nucleo assemelha-se ao existente
na forma amastigota. O cinetoplasto é geralmente ovoide e situado entre a
extremidade da regido anterior e o ndcleo, variando bastante em sua posi¢ao

(VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002).
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Figura 1.7 — Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Figura esquemética mostrando o
nacleo, cinetoplasto, flagelo e mitocdndria de forma (A) promastigota e (B) amastigota. Fonte:
TEIXEIRA et al., 2013.

Os protozodarios parasitos do género Leishmania foram descritos pela primeira
vez pelo Major William Boog Leishman e pelo Capitdo Charles Donovan, (Figura

1.8A e B) no final do século XIX. ApOs atender um paciente proveniente da india que
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apresentava febre, esplenomegalia e febre, sir Leishman realizou uma puncéo do
baco e observou corpusculos ovais de aproximadamente 2-3um de diametro
(LEISHMAN, 1903). Ainda em 1903, pouco tempo apds a sua publicacdo, um outro
médico, Charles Donovan, realizou a analise post-mortem de trés amostras
consecutivas de pacientes da India e encontrou corplsculos semelhantes aos
descritos anteriormente por Leishman, que passaram a ser conhecidos como
corpusculos Leishman-Donovan (LEISHMAN, 1903; BHATTACHARYYA, 1994).
Nesse mesmo ano o pesquisador militar inglés Roland Ross batizou o género

desses protozodrios como Leishmania (Figura 1.8C) (ROSS, 1903).

Figura 1.8 — Taxonomistas do género Leishmania: (A) Sir William Boog Leishman, (B) Charles
Donovan e (C) Ronald Ross .Fonte: BHATTACHARYYA, 2010;
http://www.europeanmedical.info/parasitology/development-of-protozoology.html

1.5 Ciclo biolégico

Uma caracteristica marcante, comum a todas as espécies de Leishmania, é a
capacidade de estabelecer o parasitismo intracelular, preferencialmente em
fagdcitos mononucleares do hospedeiro vertebrado (CHANG, 1983; CHANG; FONG,
1983; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). A Figura 1.9 retrata o ciclo biol6gico da
Leishmania. Durante o repasto sanguineo dos flebotomineos, os amastigotas
presentes nos macréfagos da pele, no liquido intersticial (devido ao rompimento dos
macrofagos) ou no sangue ao serem sugados, se transformam em promastigotas
prociclicos, os quais se multiplicam por divisdo binaria, no trato digestivo do inseto
vetores (NEUBER, 2008).



Estagio no inseto vetor

Estagio no hospedeiro vertebrado

Figura 1.9 - Ciclo bioldgico da Leishmania. Adaptado de TEIXEIRA et al., 2013.

Os promastigotas sofrem subsequentes modificagcbes morfologicas e
bioguimicas, passando de um estagio ndo infectivo (prociclico) para um infectivo
(metaciclico) — este processo é denominado metaciclogénese —, migrando para a
faringe (Figura 1.9 1-8) (SACKS, 1989; SACKS; KAMHAWI, 2001). Quando o vetor
infectado realiza o repasto sanguineo, regurgita o0s promastigotas infectivos
(metaciclicos), entdo estas formas serdo fagocitadas pelas células fagocitarias
mononucleares do hospedeiro, principalmente macréfagos. Durante a fagocitose, os
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promastigotas sdo englobados em fagossomos que se fundem com endossomos e
lisossomos, formando fagolisossomos ou vacuolos parasitoforos (Figura 1.9 9-12)
(VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002). Dentro do fagolisossomo o0s
promastigotas se transformam em amastigotas, que se multiplicam e causam a lise
do macréfago (Figura 1.9 13-15). Estes amastigotas livres poderdo infectar outros
macrofagos, continuando o ciclo (Figura 1.9 16) (LAINSON; SHAW; SILVEIRA,
1987; GLEW et al., 1988).

1.6 Manifestacdes clinicas das leishmanioses

As leishmanioses sao caracterizadas por apresentarem um amplo espectro de
lesdes e manifestagbes clinicas, e isso se deve a grande variedade de espécies
patogénicas, cepa, bem como o perfil de resposta imunolégica do hospedeiro
vertebrado. A interacdo entre o parasito e a reposta imune pode influenciar
diretamente em uma resposta de maior ou menor gravidade, que associado a
espécie do parasito podera desencadear lesGes que acometera o tegumento

cutaneo e/ou mucoso ou parasitar os 6rgaos internos (PACE, 2014).

Dessa forma, as leishmanioses podem ser classificadas em leishmaniose
tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV), sendo que a LT ainda pode ser
subdividida quanto as caracteristicas e local das lesdes em: leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose recidiva cutis (LRC), leishmaniose disseminada (LD),
leishmaniose mucocutanea (LM), leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) e leishmaniose
dérmica po6s-calazar (LDPC) (TURETZ et al., 2002; NEUBER, 2008; DAVID; CRAFT,
2009; GOTO; LAULETTA LINDOSO, 2012).

1.6.1 Leishmaniose cutanea localizada

A LCL é a forma mais prevalente da doenca e é causada principalmente por
espécies de Leishmania que sdo consideradas dermotrépicas (GOTO; LINDOSO,
2012). Sao caracterizadas por lesBes Uunicas, geralmente no local onde fora
realizado o repasto sanguineo do flebotomineo como maos, pernas ou rostos
(NEUBER, 2008; DAVID; CRAFT, 2009). Séo lesdes ulceradas e indolores e com
bordas bem delimitadas (Figura 1.10). Dependendo do tipo de interacdo parasito x
hospedeiro, em alguns casos podem haver uma evolucdo para outra manifestacao
clinica (GOTO; LINDOSO, 2010).
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Figura 1.10 - Leishmaniose cutanea localizada. Fonte: GOTO; LINDOSO, 2010.

1.6.2 Leishmaniose recidiva cutis

A LRC é caracterizada por lesdes ao redor ou no interior de cicatrizes
causadas por LCL. Essas lesdes sao representadas por papulas confluentes e/ou
nodulos que geralmente ndo ulceram. (BITTENCOURT et al, 1993; GOTO;
LINDOSO, 2012). Nessa forma clinica, novas papulas e nédulos aparecem na
margem da cicatriz apos 1-2 anos da cura da lesdo aguda (WHO, 2012a).

Figura 1.11 - Leishmaniose recidiva cutis. Fonte: GOTO; LINDOSO, 2012.; TURETZ et al., 2002

1.6.3 Leishmaniose disseminada

A forma disseminada da leishmaniose cuténea é relativamente rara, podendo
ser observada em até 2% dos casos (GOTO; LINDOSO, 2010). Esta forma de
apresentacao € caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares e de
aparéncia acneiforme que acometem duas ou mais areas ndo contiguas do corpo
(Figura 1.12). As razdes para o desenvolvimento da LD ainda n&do foram
estabelecidas, entretanto, fatores do parasito, hospedeiro e ambientais podem
favorecer a disseminacgéo do parasito no hospedeiro (TURETZ et al., 2002).
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Figura 1.12 - Leishmaniose disseminada. Fonte: TURETZ et al., 2002.

1.6.4 Leishmaniose mucocutanea

A LM é caracterizada pela destruicdo das cavidades oral, nasal e faringiana,
frequentemente envolvendo lesdes desfigurantes (Figura 1.13). Na maioria dos
casos, ela resulta da evolucéo crbnica da forma cutéanea, curada sem tratamento ou
com tratamento inadequado (NEUBER, 2008; GOTO; LINDOSO, 2010). Infeccdes
causadas por L. braziliensis podem sofrer metastase para membrana mucosa,

dando origem a forma mucocutanea da doenca (NEUBER, 2008).

Figura 1.13 - Leishmaniose mucocutanea Fonte: NEUBER, 2008.

1.6.5 Leishmaniose cutaneo-difusa

A LCD constitui uma forma clinica rara, porém grave, gue ocorre em
pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a
antigenos de Leishmania (BAILEY; LOCKWOOD, 2007; MINISTERIO DA SAUDE,
2013). Inicia-se com uma lesdo Unica que evolui de forma lenta com formacéo de
placas e multiplas nodula¢gbes espalhadas pelo corpo, que se diferem das lesdes da
forma disseminada por serem ndao-ulceradas, resultante da disseminacdo do
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parasito através dos vasos linfaticos, ou por migragdo de macrofagos infectados
(Figura 1.14) (REITHINGER et al., 2007).

Figura 1.14 - Leishmaniose cutaneo-difusa. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2013.

1.6.6 Leishmaniose dérmica pds-calazar

A LDPC é uma sequela que pode acometer individuos afetados pela LV. Essa
manifestacdo € bem caracterizada por maculas cutaneas, papulas, ulceras, nédulos
ou placas espalhadas pelo corpo (Figura 1.15) e frequentemente surgem apds o
tratamento com antimonial pentavalente (ZIJLSTRA et al., 2003; MUSA et al., 2008;
KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

Figura 1.15 - Leishmaniose dérmica pds calazar. Fonte: ZIJLSTRA et al., 2003.

1.6.7 Leishmaniose visceral

A forma mais grave das leishmanioses é a LV. A sua manifestacdo depende
da espécie de Leishmania envolvida e do estado imunolégico do hospedeiro
(NEUBER, 2008). Devido ao viscerotropismo destes parasitos, os individuos
acometidos apresentam comprometimento de diversos érgaos como baco, figado,
linfonodos e medula 6ssea (Figura 1.16). Caracteriza-se por febre irregular de
intensidade média e de longa duracdo, esplenomegalia e hepatomegalia, podendo
provocar O6bito nos casos nao tratados (OSMAN; KAGER; OSKAM, 2000;
MALTEZOU, 2010; GHORBANI; FARHOUDI, 2018).
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Figura 1.16 - Leishmaniose visceral. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2014.

1.7 Quimioterapia para as leishmanioses

A quimioterapia para o tratamento das leishmanioses pouco sofreu alteragdes
ao longo do tempo. A primeira proposta para o tratamento dessas doencas foi
instituida por Gaspar Vianna, médico e pesquisador do Instituto de Patologia
Experimental de Manguinhos. Inconformado com a inexisténcia de tratamento eficaz
para as leishmanioses, em 1912 Gaspar Vianna implementou a utilizacdo do
antimonial de tartarato de potassio e antiménio — o tartaro emético —, um antimonial
trivalente bastante utilizado empiricamente para o tratamento de varias doencas,
para o tratamento das leishmanioses (VIANNA, 1912; REZENDE, 2009). Desde
entdo, os antimoniais sofreram uma série de modificagdes a fim de diminuir os seus

efeitos toxicos.

1.7.1 Antimoniais pentavalentes

A alteracdo mais significativa empregada a fim de reduzir os efeitos colaterais
do antimdnio trivalente (Sb3*) foi realizada somente na década de 40, quando o Sh3*
foi substituido pela sua forma pentavalente (Sb°*), que reduziu significativamente os
efeitos indesejados causados pela toxidade, melhorou a solubilidade e aumentou a
sua estabilidade (GOODWIN, 1995; SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Atualmente, os
antimoniais sado disponibilizados comercialmente em duas formula¢des: antimoniato
de N-metil-D-glucamina (antimoniato de meglumina) (Glucantime®) que contém
81mg Sb>/mL e o estibogluconato de sédio (Pentostam®) que contém 100mg Sb
>*/mL (WHO, 2010), sendo considerados, no Brasil, os farmacos de primeira escolha
para o tratamento das leishmanioses (MINISTERIO DA SAUDE, 2013, 2014).

Esses farmacos séo administrados por via intramuscular ou endovenosa, com
esquemas terapéuticos de longos dias e requer o deslocamento do paciente até a

unidade de saulde, trazendo desconforto e aumento no custo do tratamento. No
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Brasil, recomenda-se a administracdo de 10-20mg/Sb°*/kg/dia por periodos que
variam de 20-40 dias a depender da idade do paciente e da forma clinica por ele
apresentada (Tabela 1.2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013, 2014).

Uma vez na corrente sanguinea, 0s antimoniais pentavalente sao distribuidos
em alta concentracdo no figado e baco. No figado, eles sédo biotrasnformados em
seu estado trivalente e cerca de 50% do antiménio é excretado a partir de 24 a 76
horas pela urina (STEMMER, 1976; CHULAY; FLECKENSTEIN; SMITH, 1988). O
mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda nao foi completamente
elucidado, mas sua acdo leishmanicida depende da reducédo in vivo da forma
pentavalente para a forma trivalente. Entretanto, ha indicativos de que este
composto iniba enzimas glicoliticas e a oxidacdo de acidos graxos nas formas
amastigotas do parasito, reduzindo a formacdo de adenosina trifosfato (ATP) e
guanosina trifosfato (GTP) (BERMAN, 1988).

Além da dificuldade da via de administracdo desses farmacos, efeitos toxicos
tem sido associados ao tratamento com esses farmacos, tais como: cardiotoxidade,
nefrotoxidade, pancreatite (GASSER et al., 1994; SUNDAR et al., 1998; LYRA et al.,
2016) e ototoxicidade (VALETE-ROSALINO et al., 2014). Ha ainda um aumento nos
relatos de casos de resisténcia e falha terapéutica, principalmente em paises como a
india, Quénia e Suddo (PONTE-SUCRE et al., 2017).

N&o havendo uma melhora da sintomatologia com o tratamento feito pelos
antimoniais pentavalentes, ou em pacientes SIDA/HIV positivos ou gravidas é
recomendada a administracdo dos farmacos de segunda escolha. No Brasil os
farmacos de segunda linha para o tratamento das leishmanioses se baseia no uso
da anfotericina B e as pentamidinas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013, 2014).

1.7.2 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiético antifingico poli€nico com uma alta poténcia
in vitro e in vivo sendo utilizado como primeira escolha em alguns paises no mundo
(GOTO; LINDOSO, 2010), mas no Brasil € utilizado como segunda escolha para os
casos de pacientes nao responsivos ao tratamento com o0s antimoniais pentavalente
ou na impossibilidade do seu uso (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). E
comercializada em frascos com 50mg de desoxicolato sodico liofilizado de
anfotericina B. Por apresentar uma baixa solubilidade recomenda-se a diluicdo do

farmaco apenas no momento do uso. No Brasil é indicada a administracdo de
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1mg/kg/dia em dias alternados com a dose maxima de 1 a 3g por infusdo
endovenosa lenta. A sua utlizacdo requer hospitalizacdo prolongada e um
acompanhamento rigoroso (MISHRA; SAXENA; SINGH, 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2013, 2014).

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 assim poros na membrana do
parasito, levando-os a morte (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). No entanto, esse
composto também se liga em menores proporcdes ao colesterol presente nas
membranas celulares de mamiferos, induzindo efeitos adversos sobre os pacientes,
como: anafilaxia, trombocitopenia, dores generalizadas, calafrios, febre, flebite,
anemia, convulsbes, anorexia e nefrotoxicidade (CARVALHO; ARRIBAS;
FERREIRA, 2000).

Devido a esses efeitos colaterais novas formulacées lipidicas desse farmaco
possibilitaram uma diminuicdo dos efeitos tdxicos e maior efetividade. Estas
formulacdes incluem a anfotericina B lipossomal (L-AmB: Ambisome®), dispersao
coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B
(ABL: Abelcet®) (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Formulagbes lipossomais de
anfotericina B constituem o tratamento de primeira escolha em paises endémicos no
sul da Europa e em outros paises desenvolvidos. No Brasil o seu uso esta licenciado
apenas para a leishmaniose visceral. Contudo, essas formulacdes apresentam um
alto custo, dificultando sua utilizacdo em paises pobres, nos quais a escolha do
tratamento depende mais do custo do que da eficacia ou toxicidade (MALTEZOU,
2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

1.7.3 Pentamidina

A pentamidina pertence ao grupo das diamidinas aromaticas. E uma
poliamina que inicialmente foi utilizada para o tratamento de pneumonia causada por
Pneumocystis carinii (SINGH; SIVAKUMAR, 2004) e atualmente é utilizada como
segunda escolha no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral resistentes
aos antimoniais (PISCOPO; MALLIA, 2006) e no tratamento da leishmaniose
cutanea e visceral em paises do Novo Mundo (GOTO; LINDOSO, 2010), podendo
também ser utilizada como o medicamento de primeira escolha (DAVID; CRAFT,

2009). Esse farmaco é comercializado em duas formulagbes: isotionato de
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pentamidina (di-B-hidroxietano sulfonato) e mesilato de pentamidina (di-B-
hidroximetilssulfonato) que se apresenta em frasco ampola contendo 300mg/sal. E
recomendada a administracdo de 4mg/kg/dia por via intramuscular profunda, de dois
em dois dias, ndo ultrapassando a dose total de 2g (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

O mecanismo de acdo desse farmaco ocorre através da interacdo de
compostos catibnicos com o DNA ou nucleotideo e seus derivados, interferindo na
captacdo de poliaminas essenciais para a sintese do DNA, além de induzir
alteracbes na morfologia do cinetoplasto e fragmentacdo mitocondrial e

consequentemente a morte do parasito.

O fato deste medicamento ter acdo sobre o metabolismo da glicose pode
haver durante o tratamento hipoglicemia seguida de hiperglicemia (COSTA, 1993;
DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010). Além de outros sintomas como
dores locais, dores de cabeca, hipotensdo, sincope, nausea, vomitos, diarreia e
cardiotoxicidade (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010; MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Tabela 1.2 - Esquema terapéutico para o tratamento das Leishmanioses no Brasil.

Antimoniais o -
clinicas pentavalentes

Dose period Dose Dose Dose Dose

eriodo e

(mg/kg/dia) (mg/kg/dia) maxima* (mg/kg/dia) Maxima
LcL 10-20 20 dias 1 1-1,5g 4 29
D 10-20 20 dias 1 1-1,5g 4 29
M 20 20 dias 1 2,5-3¢ 4 29
LcD 20 20dias 1 1-1,5g 4 29
Ly 20 20-40 dias 1 3g 4 29

LCL = Leishmaniose cutdnea localizada, LD = Leishmaniose disseminada, LM = Leishmaniose
mucocutanea, LCD = Leishmaniose cutaneo-difusa, LV = Leishmaniose vi;ceral. * Do§e maxima
acumulada para o tratamento. Adaptado de GOTO; LINDOSO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2013,
2014
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1.7.4 Miltefosina

A miltefosina € um alquil fosfolipidio e foi o primeiro farmaco utilizado no
tratamento das leishmanioses a ser administrado por via oral. Como parte do seu
mecanismo de acao, esse composto se liga a membrana plasmatica, é internalizado
pela célula do hospedeiro e induz alteracdes significativas em seu metabolismo,
modulacdo em receptores de superficie e ativacdo de fosfolipase (PARIS et al.,
2004; BERMAN, 2008; PANDEY et al., 2009). Além disso, estudos vém mostrando a
capacidade da miltefosina em mediar uma via de sinalizacdo para o processo de
morte celular programada por apoptose (DORLO et al., 2012).

O esquema terapéutico proposto para o tratamento com a miltefosina inclui
uma monoterapia por via oral durante 28 dias com a dose de 2,5mg/kg/dia. Os
problemas relacionados a ampla utilizacdo da miltefosina incluem seu potencial
teratogénico e a ocorréncia de resisténcia. A resisténcia a miltefosina pode aparecer
facilmente durante o tratamento devido a muta¢des pontuais que levam a diminui¢cado
no acumulo do composto no interior da célula (MALTEZOU, 2010) devido ao alto
tempo de meia vida desse farmaco (150 a 200 horas) (PANDEY et al., 2009)

Além disso, a miltefosina desencadeia efeitos colaterais adversos durante o
tratamento, como nauseas, vomitos, enjoos, dores de cabeca e diarreia. Ressalta-
se ainda, o alto custo deste composto como um fator que limita sua utilizacao
(SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). No Brasil o tratamento com miltefosina para o
tratamento das leishmanioses ainda ndo foi liberado pelo Ministério da Saude,
porém recentemente, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento por meio
da Nota Técnica Conjunta n°® 001/2016 MAPA/MS registrou o Milteforan™ para o
tratamento da leishmaniose visceral em cédes (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2016).

1.7.5 Paromomicina

A paromomicina € um aminoglicosideo com atividade leishmanicida, que inibe
a sintese protéica e altera a fluidez e permeabilidade de membrana. Esse composto
tem sido utilizado por via parenteral no tratamento da leishmaniose cutdnea no Novo
e Velho Mundo. Quando associada com cloreto de metilbenzetdnio, o uso tépico da
paromomicina foi eficaz no tratamento da leishmaniose cutanea do Velho Mundo
(GOTO; LINDOSO, 2010). Os efeitos adversos encontrados nos pacientes tratados
com essas formulagbes foram erupcbes cutéaneas e prurido local (SUNDAR;
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CHAKRAVARTY, 2008). Quando administrada por via intramuscular, o tratamento
com a paromomicina pode apresentar casos de nefrotoxicidade, ototoxicidade e
hepatotoxidade (JAIN; JAIN, 2013).

1.8 Pesquisa e desenvolvimento de farmacos

A Tabela 1.3 ilustra resumidamente as problematicas atuais para o tratamento
das leishmanioses. De uma forma geral os farmacos atualmente utilizados na clinica
demonstram severos efeitos colaterais, casos de resisténcia e/ou falha terapéutica
além de apresentarem casos de resisténcia associados a esses tratamentos. Sendo
assim, se fazem urgentes mais estudos que visem a busca por novos alvos

terapéuticos e de novos compostos quimicos que possam ser utilizados na clinica.

Tabela 1.3 - Desvantagens dos tratamentos utilizados na clinica para o tratamento
das leishmanioses

Farmacos Principais efeitos colaterais Observacoes

Antimoniais Cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, Altos indices de resisténcia

pentavalentes hepatotoxicidade e pancreatite e falha terapéutica

Anfotericina B Nefrotoxicidade Alta toxicidade

Anfotericina B o
, Nefrotoxicidade Alto custo
lipossomal

o Nausea, vomitos, diarreia e
Pentamidina _ - -
cardiotoxicidade

. _ Nefrotoxicidade, hepatotoxicidade o
Miltefosina o Alto tempo de meia vida
e teratogenicidade

o Nefrotoxicidade, ototoxicidade e
Paromomicina o -
hepatotoxicidade

Adaptado de JAIN; JAIN, 2013.

Na busca por alternativas para o tratamento das leishmanioses tem surgido
uma série de novas estratégias, agentes quimioterapicos, produtos naturais e terapia
combinada (JAIN; JAIN, 2013).

As etapas de triagem de um novo agente quimioterapico incluem
metodologias que podem se basear em uma triagem fenotipica ou triagem baseada
em alvo. A primeira consiste em uma abordagem com a finalidade de se investigar o
efeito de compostos diretamente na viabilidade do parasito. Essa foi a metodologia
utilizada para a pesquisa e desenvolvimento da maioria das novas entidades

quimicas aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) no periodo entre 1998
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e 2008 (SWINNEY; ANTHONY, 2011). Farmacos que estao atualmente em estudos
clinicos contra algumas doencas tropicais negligenciadas foram descobertos atraves
desse processo, como é o caso do nitroimidazol, fexinidazol e oxaborole para as
tripanossomiases africanas. Para a malaria, a MMV (Medicines for Malaria Venture)
possui uma série de novos compostos no desenvolvimento pré-clinico e clinico, a
maioria dos quais foi descoberta através de triagem fenotipica (GILBERT, 2013)

Ja a triagem baseada no alvo é realizada através de uma busca racional
contra um alvo definido de interesse que na maioria das vezes envolve uma proteina
associada a uma via especifica. Este alvo deve ser identificado e validado para que
possa ser de relevancia funcional e farmacoldgico. Dentre as ferramentas utilizadas
para a busca de novos farmacos e novos alvos estdo os métodos classicos como a
contagem direta, absorbéancia, fluorescéncia e citometria de fluxo. Ja os métodos
mais modernos incluem bioluminescéncia (com parasitos transgénicos), HTS (high-
throughput screening), HCI (high-content imaging) e ensaios ex vivo (ZULFIQAR;
SHELPER; AVERY, 2017).

1.9 Terapia combinada

Nas estratégias que vem sendo estudadas para a pesquisa e
desenvolvimento de farmacos para o tratamento das leishmanioses encontram-se
um perfil para o um farmaco ideal. No qual esse composto deve possuir
caracteristicas como: boa biodisponibilidade, seguro, administrados por via oral, com
esquemas terapéuticos curtos e gue possibilite a interacdo com outros farmacos
(BLAS et al., 2002; WHO, 2007, 2012a, 2017a; CHATELAIN; IOSET, 2011; JAIN;
JAIN, 2013).

O estudo de combinacao de farmacos pode ser definido como associacao de
dois ou mais farmacos para um tratamento com o objetivo de diminuir as doses em
relagdo a administracdo dos farmacos sozinhos e, consequentemente, diminuir os
efeitos toéxicos e obter efeitos aditivos ou sinérgicos para combater a resisténcia
adquirida esperada ou minimizar a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia
(FITZGERALD et al., 2006; KARJALAINEN; REPASKY, 2016)

Nessa busca, entidades como a Iniciativa Medicamentos para Doencas
Negligenciadas (DNDi) vem realizando estudos clinicos com a combinacéo entre os

farmacos utilizados para o tratamento das leishmanioses a fim de propor um novo
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horizonte para o combate dessas doencas. Nos ultimos 10 anos foram registrados

novos protocolos e esquemas terapéuticos foram propostos (Tabela 1.4).

Tabela 1.4 - Estudos de terapia combinada contra as leishmanioses

Ano Forma Local Fase Associacao Referéncia
Clinica Clinica
2008 LV india 3 Ambisome + Miltefosina (SUNDAR et al.,
Ambisome + Paromomicina 2011)
Miltefosina + Paromomicina *NCT00696969
2008 LT Bolivia 2 Miltefosina + Imiquimode -
*NCT01380314
2010 LV Quéniae 2 Ambisome + (OMOLLO et al.,
Sudao Estibogluconato de sodio 2011; WASUNNA
. . . et al., 2016)
Ambisome + Miltefosina
*NCT01067443
2010 LV Bangladesh 3 Ambisome + Miltefosina (RAHMAN et al.,
. - 2017)
Ambisome + Paromomicina
. : . *NCT01122771
Miltefosina + Paromomicina
2011 LV Brasil 4 Ambisome + Antimoniato de  (ROMERO et al.,
meglumina 2017)
*NCT01310738
2018 LV Etiopia, 3 Paromomicina + Miltefosina  Ainda em fase de
uénia, . . recrutamento
Q Estibogluconato de so6dio +
Sudéo e i
Paromomicina *NCT03129646
Uganda

Baseado no site: www.clinicaltrials.gov. * Identificador ClinicalTrials.gov.

1.10 Produtos naturais aplicados para as leishmanioses

Produtos naturais ndo sao apenas a base para a medicina tradicional. Sao

compostos extraidos em todo o ambiente, como oceano, florestas tropicais e fontes

termais produzidos por uma série de microrganismos vivos que vao desde bactérias,

22


http://www.clinicaltrials.gov/

microrganismos marinhos, fungos e plantas (SCOTTI et al., 2016). Esse € um campo
que vem recebendo um alto investimento das mais diversas industrias
farmacéuticas, uma vez que novos grupos de produtos naturais revelaram
propriedades antiparasitarias de eficacia e seletividade surpreendentes. 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, avancos nhas ferramentas de
bioinformética, parcerias e consércios para apoiar o desenvolvimento de novos
agentes leishmanicidas. A evolugcdo de farmacos de origem natural tem uma
importancia relevante na busca de novas alternativas terapéuticas, portanto fontes
naturais representam uma grande oportunidade para o descobrimento de novos
medicamentos para o tratamento de algumas doencas parasitarias (KAYSER,;
KIDERLEN; CROFT, 2003).

As plantas oferecem 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; EFFERTH, 1998; NDJONKA et al., 2013).

Diversas classes de produtos naturais vem se destacando no decorrer dos
anos. O uso de alcaldides vem demonstrando propriedades antiparasitarias em L.
amazonensis e L. donovani in vitro e in vivo. Ja os terpenos tem sido amplamente
estudados para a terapia antimalaria. Um outro grupo que vem recebendo bastante
destaque sd@o os fendis. Estes sdo compostos quimicos organicos caracterizados
pela presenca de uma hidroxila ligada a um anel aromatico. Alguns fendis como a
chalcona e quinonas tem apresentado excelente atividade antiprotozodaria,
demonstrando efeito em Plasmodium, Trypanosoma, Toxoplasma e Leishmania
(KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2003).

1.10.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo grande e complexo de compostos que
pertencem ao grupo dos polifen6is (HOENSCH; OERTEL, 2012). Eles consistem em
um nudcleo flavan com dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de carbono
(Figura 1.17) (LEHANE; SALIBA, 2008).
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Figura 1.17 - Estrutura basica de um flavonoide. Adaptado de LEHANE; SALIBA, 2008.

Sao metabdlitos secundarios presentes em frutas, vegetais, vinho, cha e café
e séo classificados como: flavona, flavononas, flavonoides, flavonois, antocianidinas,
isoflavonoides e neoflavonoides (LEHANE; SALIBA, 2008; CZAPLINSKA; CZEPAS;
GWOZDZINSKI, 2012; HOENSCH; OERTEL, 2012). 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 patdgenos. Os flavonoides interagem
com diversos alvos, atribuindo-lhes atividades antibacterianas, antifingicas,
antivirais, anti-inflamatdrias, antineoplasicas e tripanosomicidas (GUIDA et al., 2007;
LEHANE; SALIBA, 2008; ABOULAILA; YOKOYAMA; IGARASHI, 2010; HOENSCH,;
OERTEL, 2012; WESTON; MATHESIUS, 2013).

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Figura 1.18) é a principal catequina do
chéa 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 acoes
bioldgicas, tais como a reducdo dos niveis de lipidios plasmaéticos, efeitos
antiinflamatdrios, atividades antimicrobianas, antineoplasicas e antioxidantes, estao
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 et al., 2006).
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grupo galato

Figura 1.18 - Estrutura quimica da EGCG. Adaptado de: MERELES; HUNSTEIN, 2011

O efeito da EGCG ja foi demonstrado em Babesia microti (ABOULAILA;
YOKOYAMA; IGARASHI, 2010), tripomastigotas sanguineas de Trypanosoma cruzi
e em modelo murino da doencga de Chagas na fase aguda (GUIDA et al., 2007), bem
como ha atividade in vitro em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.
braziliensis e em modelo experimental murino de leishmaniose tegumentar. Parte do
seu mecanismo de acdo ja foi determinado, sabe-se que alguns flavonoides
possuem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio, causando danos
mitocondriais. E nesses parasitos ja foi relatado que a EGCG causa morte celular
através do acumulo de espécies reativas de oxigénio desencadeando na diminui¢éo
do potencial de membrana mitocondrial e subsequente morte do parasito (INACIO et
al., 2012, 2014; INACIO; CANTO-CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013).

1.11 Tripanotionaredutase e o0 balan¢o redox

Os protozoarios parasitos pertencentes ao género Leishmania e possuem
duas formas bioldgicas distintas, a forma promastigota que é flagelada e encontrada
no inseto vetor e a forma amastigota, que é encontrada no interior das células
fagociticas mononucleares do sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado.
Juntamente com eosindéfilos, neutréfilos e células natural killer, os fagocitos
mononucleares sdo a primeira linha de defesa para a eliminacdo dessas parasitos
(UNANUE; ALLEN, 1987). Numa tentativa de eliminar os parasitos invasores, as
células efetoras — como o0s macréfagos ativados — geram uma cascata de
sinalizacdo que levam a producéo de intermediarios como o oxido nitrico e espécies
reativas de oxigénio (ROS). Como resposta a esse combate, a enzima NADPH

oxidase desses macréfagos reage com o substrato NADPH, tendo como produto

25



dessa reagdo a formagdo do anion superéxido (O2). O Oz, por sua vez, é
espontaneamente convertido pela superoxido dismutase em peroxido de hidrogénio
(H202), que pode ser convertido em radical hidroxila (OH), acido hipocloroso (HOCI)
e peroxinitrito (ONOO").

A sobrevivéncia desses parasitos nesse ambiente completamente hostil s6 é
possivel gracas a um mecanismo de defesa baseado na manutencdo dos niveis
intracelulares de radicais livres, com a reducao de dissulfetos e a neutralizacédo de
hiperoxidos (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; TOVAR et al, 1998; PAL;
BANDYOPADHYAY, 2012) (Figura 1.19).
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Figura 1.19 - Reacdo da tripanotiona redutase. A tripanotiona oxidada é convertida em uma reacéo de
oxidacdo pela tripanotiona redutase para a tripanotiona reduzida utilizando o NADPH como como
cofator. Adaptado de PAL; BANDYOPADHYAY, 2012.

Essa manutencdo ocorre na maioria dos sistemas biolégicos por reacdes
eficientes de O6xido-reducdo envolvendo a glutationa e a glutationa redutase.
Entretanto, a glutationa redutase ndo € encontrada em tripanosomatideos, e a
principal enzima envolvida nesses processos € a tripanotiona redutase (TR) (EC
1.8.1.12), uma enzima NADPH-dependente que é responsavel por manter a
tripanotiona em sua forma reduzida (FAIRLAMB; HENDERSON; CERAMI, 1989;
KRAUTH-SIEGEL; JACOBY; SCHIRMER, 1995). A tripanotiona reduzida (T(SH)2) é
a molécula chave para o metabolismo redox em tripanosomatideos, pois participa

como doadora elétrons em diversas vias (Figura 1.20).

A tripanotiona redutase foi inicialmente descrita em 1985 por Fairlamb e
Cerami em T. brucei, T. cruzi, Crithidia fasciculata e L. mexicana num estudo que
tinha como objetivo caracterizar uma enzima analoga a glutationa redutase
encontrada em mamiferos e que fosse responsavel pela manutencdo do balanco
redox desses parasitos e garantisse a sua sobrevivéncia no interior do vacuolo
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parasitoforo (FAIRLAMB; CERAMI, 1985). A partir desse trabalho, a relevancia da
TR como um importante alvo seletivo para a quimioterapia de doencas causadas por
protozoarios da familia Tripanosomatidae foi rapidamente reconhecida no meio
académico, sendo publicadas diversas revisdes que abordavam essencialmente
esse tema (HENDERSON; FAIRLAMB, 1987; LEID; SUQUET; TANIGOSHI, 1989;
MURGOLO; CERAMI; HENDERSON, 1989; FAIRLAMB, 1990a, 1990b).

Metais, drogas
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Figura 1.20 - Rea¢Bes dependentes da tripanotiona redutase. A tripanotiona € mantida na sua forma
reduzida (T(SH)2), numa reacdo catalisada pela tripanotiona redutase (TR). T(SH). 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 peréxidos. T(S). também pode interagir diretamente com
eletrdfilos na desintoxificagdo do oxoaldeidos, metais e drogas. RR = redutase ribonucleotideo;
ROOH = hidroperodxidos; TXNPx = triparredoxina peroxidase; GPx-l, GPx-Il = glutationa- peroxidase;
APx = peroxidase dependente de ascorbato. Adaptado IRIGOIN et al., 2008.

Estruturalmente a TR €& um dimero, onde cada subunidade possui 491
aminoéacidos (Figura 1.21). Cada mondémero é formado por 3 diferentes dominios:
dominio FAD (residuos 1-160; 289-360) (Figura 1.22B), dominio NADPH (residuos
161-289) (Figura 1.22C) e dominio de interface (residuos 361-488) (Figura 1.22D)
(COLOTTI; ILARI, 2011).
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Figura 1.21 - Estrutura conformacional 3D da tripanotiona redutase. A estrutura da TR utilizada foi a
pdb 4ADW. Cada subunidade da enzima esta representada pelas cores verde e azul. Representacao
em (A) cartoon e (B) superficie. A imagem foi gerada utilizando o programa PyMOL.

Figura 1.22 - Dominios da tripanotiona redutase. A estrutura da TR utilizada foi a pdb 4ADW. Cada
subunidade da enzima estd representada pelas cores verde e azul. Os dominios da TR estdo
representados a seguir: (B) Dominio FAD, o FAD esta representado em vermelho; (C) Dominio
NADPH, o NADPH em laranja; e (D) Dominio de interface. A imagem foi gerada utilizando o programa
PyMOL.

Funcionalmente a TR e a glutationa redutase — presente em mamiferos — séao
extremamente  semelhantes. Porém  estruturalmente  elas  apresentam
aproximadamente 40% de similaridade. O pocket catalitico da TR é bastante grande
e revestidos de residuos hidrofébicos e carregados eletronegativamente, enquanto
que os residuos presentes no sitio da glutationa redutase sdo carregados
positivamente. Essa diferenca pode ser a principal razdo da seletividade para a

busca de novos compostos para o tratamento das leishmanioses (ILARI et al., 2017).

Apés a ligagcdo do NADPH e a consequente transferéncia do elétron para
FAD, a reducdo da ponte de dissulfeto Cys52-Cys57 ocorre pela formacdo de um
complexo de transferéncia de carga transitéria entre a flavina e o tiolato da Cys57.

Apés a entrada de tripanotiona oxidada no sitio ativo da TR, a Cys52 ataca
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nucleofilicamente a ponte dissulfeto de tripanotiona oxidada, formando com ela um
dissulfeto misto, que é resolvido pelo ataque de Cys57 a Cys52. Finalmente, ocorre
a formacao da ponte dissulfeto Cys52-Cys57 e a liberacdo de tripanotiona reduzida.
Um quarto residuo essencial neste mecanismo é Glu-466, o qual foi demonstrado
ser essencial na orientacdo da histidina catalitica na reacdo descrita acima
(HUNTERL et al., 1992; ILARI et al., 2017) (Figura 1.23).

y
y

4

. 7T\

Figura 1.23 - Sitio ativo da tripanotiona redutase. A estrutura da TR utilizada foi a pdb 4ADW. Cada
subunidade da enzima esta representada pelas cores verde e azul. Em laranja, NADPH; em branco
esta representada a tripanotiona oxidada. A imagem foi gerada utilizando o programa PyMOL.
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2. Objetivos



2.1

Objetivo geral

Avaliar a atividade in vitro e o mecanismo molecular de acdo com o

envolvimento da tripanotiona redutase da epigalocatequina-3-galato (EGCG) em

Leishmania infantum e demonstrar o efeito da EGCG em associacdo com 0s

farmacos utilizados na clinica para o tratamento das leishmanioses, bem como o seu

efeito terapéutico em modelo experimental murino de leishmaniose visceral.

2.2

Objetivos especificos

Determinar os valores de ICso e ICo0 da EGCG, miltefosina e anfotericina B
em promastigotas de L. infantum;

Avaliar o tipo de interacdo da EGCG em terapia combinada com miltefosina
ou anfotericina B em promastigotas;

Mensurar a producdo de ROS em promastigotas tratadas com EGCG;

Avaliar o potencial de membrana mitocondrial em promastigotas tratadas com
EGCG;

Mensurar os niveis de ATP intracelular de promastigotas tratadas com EGCG;
Determinar a atividade enzimatica da tripanotiona redutase de promastigotas
tratadas com EGCG;

Demonstrar o efeito da EGCG na TR de promastigotas de L. infantum;
Realizar estudos de interacdo e modelagem molecular entre a EGCG e a
tripanotiona redutase;

Investigar o efeito da EGCG em amastigotas intracelulares de L. infantum;
Avaliar o efeito in vivo da EGCG em modelo experimental murino de

leishmaniose visceral.
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3. Material e

metodos



3.1 Farmacos

A epigalocatequina-3-galato (EGCG), miltefosina e anfotericina B foram
adquiridas comercialmente (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). O antimoniato de
meglumina (Glucantime, Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil) foi gentilmente cedido

pela Farmacia do Instituto Nacional de Infectologia (INI/FIOCRUZ).

3.2 Parasitos
Amastigotas de Leishmania infantum (MHOM/MA/67/ITMAP263) foram

isoladas de camundongos BALB/c e mantidos como promastigotas a 26°C em meio
Schneider (Sigma Aldrich), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB),
100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina. 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 realizagdo dos ensaios in vitro e in vivo foram utilizados camundongos
Mus musculus da linhagem BALB/c fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ). Todos os protocolos usados neste trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA L0-11/2017).

3.4 Ensaios in vitro

A atividade in vitro da EGCG foi avaliada em ambas as formas de L. infantum,
incubando-as em diferentes concentracfes do composto, por diferentes periodos. Ja

o efeito da miltefosina e anfotericina B foi avaliado na forma promastigota.

3.4.1 Atividade antipromastigota

O efeito da EGCG, miltefosina e anfotericina B em promastigotas de L.
infantum foi avaliado por resazurina. Para isso, 1x10° parasitos/mL foram incubados
com concentracfes crescentes de um dos compostos (15,6uM — 1000uM; 1,56uM —
100uM e 0,02 pM — 1,25uM; respectivamente) em placa de 96 pocos com volume
final de 200uL por 72 horas a 26°C. A viabilidade celular foi determinada através da
adicdo de 500uM de resazurina e incubados por 1 hora em estufa de 26°C. Em
seguida, as células viaveis foram mensuradas em fluorimetro (Spectra Max GENINI
XPS — Molecular Devices, Silicon Valley, EUA), com comprimento de onda excitacao
de 560nm e de emissdo de 590nm. O calculo do ICso e do ICgo foi estimado por

analise de regresséo logaritmica nao linear no programa GraphPad Prism 7.0.
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3.4.2 Terapia combinada

A associagdo da EGCG com os farmacos utlizados na clinica para o
tratamento das leishmanioses sobre promastigotas de L. infantum foi avaliada pelo
método de isobolograma (FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004). As
concentracbes dos farmacos (EGCG/miltefosina ou EGCG/anfotericina B) foram
preparadas em proporgdes de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 seguidas de diluicbes
seriadas (base 2) com um volume final de 200uL em placa de 96 pocos partindo de
uma concentracdo maxima de 1000uM, 100uM e 1,25uM para EGCG, miltefosina e
anfotericina B, respectivamente. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa
a 26°C. Em seguida, a viabilidade celular foi determinada fluorimetricamente por
resazurina. Para cada proporc¢do, o ICso e ICgo foi calculado para cada um dos
farmacos. O efeito da combinacdo entre EGCG/miltefosina ou EGCG/anfotericina B

foi avaliado através do indice da Concentracéo Inibitoria Fracionada (FICI), obtido

P . ~ IC50 ou IC90 de A+B IC50 ou IC90 B+A

atravées da seguinte equagdo: Y FICI =( ) (—)
IC50 ou IC90 de A IC50 ou IC90 de B

média da soma dos valores do FICI para cada propor¢éo foi interpretada como

sinérgica para valores < 0,5; aditiva para valores > 0,5 e < 4 e antagbnica para

valores > 4 como recomendado por Odds (ODDS, 2003).

3.4.3 Atividade antiamastigota

A atividade da EGCG sobre amastigotas intracelulares de L. infantum foi
avaliada em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c apés a lavagem da
cavidade peritoneal com meio RPMI (Sigma Aldrich) a 4°C suplementado com 10%
SFB, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina, glutamina (1mM) e
piruvato (0,5mM). Posteriormente, 500uL de 2x10° células/mL foram adicionadas a
placa de 24 pocos contendo 1 laminula por poco e incubados por 1 hora a 37°C e
5% CO2. Em seguida, os pocos foram lavados com RPMI a 37°C para a remogao
das células ndo aderentes. Os macrofagos aderidos foram infectados com
promastigotas de L. infantum na proporcdo de 5:1 (5 promastigotas para 1
macréfago), e incubadas por 4 horas a 37°C e 5% CO2. Apés a infeccdo, 0s pocos
foram lavados com meio RPMI a 37°C para a retirada dos parasitos livres e, em
seguida, incubados por 72 horas a 37°C e 5% CO2 juntamente com concentragdes
crescentes de EGCG (3uM — 24uM) e 2% de soro equino inativado. Apés o periodo
de incubacdo, as laminulas foram submetidas a coloracdo pelo corante

hematolégico InstantProv (Newprov, Curitiba, Brasil) e a atividade antiamastigota foi
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avaliada microscopicamente contando, pelo menos, 200 macrofagos por amostra. O

resultado foi expresso pela porcentagem do indice de infeccdo (IF), obtido pela

% de macréfagos infectados x amastigotas totais

seguinte equacgéao: IF = . O célculo do ICso

macréfagos totais

foi estimado por analise de regressao logaritmica no programa GraphPad Prism 7.0.

3.5 Mecanismo de acao

O estudo do mecanismo de acdo de promastigotas tratadas com EGCG foi
realizado investigando diferentes parametros biolégicos e bioquimicos do parasito,
como o acumulo de H202, a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial, a

determinacao dos niveis de ATP intracelular e a inibicdo da tripanotiona redutase.

3.5.1 Dosagem de H2O

A producgdo de peroxido de hidrogénio (H202) de L. infantum tratados com
concentragdes crescentes de EGCG foi avaliada pela utilizagdo do Amplex Red (10-
acetil-3,7-diidroxifenoxazina) e peroxidase (Invitrogen, Eugene, EUA) conforme
adaptado de Menna-Barreto e colaboradores (MENNA-BARRETO et al., 2009).
Promastigotas de L. infantum foram cultivados durante 72 horas na auséncia ou
presenca de concentracbes crescentes de EGCG (125uM, 250uM e 500uM). ApGs
esse periodo, as culturas foram lavadas com HBSS e ajustadas a 2x107
promastigotas/mL. Em seguida, 50uL dessa solucédo foi distribuida em placa de 96
pocos, adicionado 50uL da solucdo de trabalho (Amplex Red 10uM, peroxidase
2U/mL e digitonina 64pM) e incubado por 30 minutos no escuro a 26°C. Para
quantificar essa producao foi realizada uma curva padréo de H202 (0,08uM — 5uM).
Logo apos a leitura foi analisada colorimetricamente em um comprimento de onda
de 590nm.

3.5.2 Determinacgé&o do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (A¥m) de promastigotas de L. infantum
tratadas com EGCG foi determinado fluorimetricamente utilizando o JC-1(iodeto de
5,5, 6,6'-tetracloro1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (Sigma Aldrich).
Dessa forma, os parasitos foram incubados na auséncia ou na presenca de
diferentes concentracdes de EGCG por 72 horas (125uM — 500uM). Em seguida, as
células foram lavadas e ajustadas para 1x10’ células/mL em tampdo HBSS e
incubadas com 10pug/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
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HBSS e 200uL dessa solucdo foram distribuidas em placa negra de 96 pocos. Os
valores do potencial mitocondrial foram obtidos por espectrofluorimetria nos
seguintes comprimentos de onda: 480 e 530/590 excitacdo e emissao,
respectivamente. Os valores foram obtidos pela razdo da emisséo entre a
fluorescéncia vermelho/verde (590/530). Para o controle positivo foi adicionado
20uM de FCCP (carbonil cianeto 4-(trifluorometoxi) fenil hidrazona), um

desacoplador da membrana mitocondrial, por 20 minutos.

3.5.3 Avaliacéo nos niveis de ATP intracelular

A concentracdo intracelular de ATP em promastigotas de L. infantum foi
avaliada conforme o protocolo do ensaio luminescente CellTiter-Glo (Promega,
Wisconsin, EUA). As células foram tratadas em concentracdes crescentes de EGCG
por 72 horas e, apds esse periodo, lavadas em PBS e ajustadas para a
concentragdo de 1x107 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. Para quantificar essa
producdo foi realizada uma curva padrdo de ATP (48,8nM — 781,25nM). A
bioluminescéncia foi mensurada com a tilizagdo do luminémetro GloMax®-Multi

Microplate Multimode Reader (Promega).

3.5.4 Inibicdo da tripanotiona redutase

A capacidade da EGCG de inibir a tripanotiona redutase foi avaliada através
do ensaio enzimatico pelo método de Ellman e pelo estudo de interacdo e docagem

molecular.

3.5.4.1 Ensaio enzimatico da tripanotiona redutase

A atividade da tripanotiona redutase (TR) foi avaliada pela reacédo de Ellman
(HAMILTON et al., 2003), que se baseia na reducado do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico)) a 2TNB(2-nitro-5-acidotiobenzdico) pela tripanotiona reduzida
[T(SH)], levando a tripanotiona oxidada [T(S)2] que sera regenerada para a T(SH)2
pela TR. Para a obtencdo da fragdo sollvel, promastigotas de L. infantum foram
centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, logo apos o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em coquetel inibidor de proteases contendo Tampéao
Tris-Hepes 40 mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8, sacarose 250mM, KC| 10mM, PMSF
1mM e E-64 10uM. Apds a ressuspensao, a solucéo foi submetida a choque térmico

com nitrogénio liquido, centrifugada a 17.500 g e o sobrenadante foi considerado
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como a fracdo soluvel. A concentracdo de proteina foi quantificada usando o
espectrofotometro NanoDrop 1000 (ThermoScientific). O meio de reacdo para
avaliar a atividade enzimatica foi composto por: Tampao Tris-Hepes 40 mM pH 7,5;
EDTA 1 mM; NADPH 0,1mM; tripanotiona oxidada (T[S]z2) 1uM e DTNB 0,1mM. A
EGCG foi adicionada ao meio de reagdo em concentragdes crescentes (7,8uM -
1000uM). A reacéo foi iniciada com a adigcao da fragao soluvel na concentracgao final
de 0,4mg/mL. A atividade da TR (formacdo do 2TNB-) foi avaliada
colorimetricamente com comprimento de onda de 410nm (Spectra Max GENINI XPS
— Molecular Devices, Silicon Valley, EUA) no tempo de 25 minutos. Como controle
positivo para o ensaio foi utilizado 50uM de clomipramina, um conhecido inibidor da
tripanotiona redutase (RICHARDSON et al., 2009).

3.5.4.2 Docking molecular

Com o objetivo de estudar a interacdo da EGCG diretamente na tripanotiona
redutase foi realizado um estudo de docking molecular. Nesse intuito, foram
utilizados como entrada as estruturas da EGCG e da tripanotiona redutase obtidas
atravées da base de dados online PubChem (CID 65064) e PDB (4ADW),
respectivamente. Para o estudo, os ligantes FAD, NADPH e tripanotiona reduzida
foram removidos da estrutura original 4ADW. O estado de protonacao foi assinalado
no servidor ProKka em pH 7,4 utilizando campo de forga AMBER (http://nbcr-
222.ucsd.edu/pdb2pqgr_2.0.0/) (DOLINSKY et al., 2004). Para o assinalamento da
carga dos ligantes foi utilizado o] servidor PRODRG
(http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg/submit.ntml)  (SCHUTTELKOPF;
VAN AALTEN, 2004). Em seguida, a busca por conformacfes de menor energia
e/ou maior prevaléncia foi realizada através do programa Autodock 4.2. Foi realizada
a busca por 500 conformacfes utilizando os parametros de algoritmo genético
lamarckiano. O mapa eletrostético da TR foi calculado através da ferramenta APBS
em pH 7,4 (http://www.poissonboltzmann.org/). As analises das interacdes
realizadas com o programa PyMOL e a ferramenta Poseview

(http://poseview.zbh.uni-hamburg.de/).

3.6 Ensaioinvivo

Para avaliar a atividade da EGCG in vivo, camundongos BALB/c (5 animais
por grupo) foram mantidos sob condicbes livre de patdégenos especificos e
inoculados com 2x10° parasitos/100uL de promastigotas de L. infantum em fase

estacionaria por via intraperitoneal. Apos 7 dias de infec¢cdo, os animais foram
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separados em diferentes grupos e tratados por 5 dias consecutivos com diferentes
doses. O esquema terapéutico proposto para o tratamento com a EGCG foi
realizado pela administracdo por via oral duas doses ao dia do composto de
6,25mg/kg, 12,5 mg/kg ou 25mg/kg, atingindo uma dose maxima por dia de
12,5mg/kg/dia, 25mg/kg/dia e 50mg/kg/dia, respectivamente. O antimoniato de
meglumina foi administrado por via intramuscular com a dose de 50mg Sb®°*/kg/dia
de antimoniato de meglumina por via intramuscular e ao grupo controle néo tratado
foi administrado PBS (veiculo da EGCG) por via oral. Os animais permaneceram 18
dias sem tratamento e ap0s esse periodo foram eutanasiados de acordo com o
Manual de Utilizacdo de Animais/FIOCRUZ, totalizando 30 dias de experimento. O
figado dos animais foi retirado, pesado e macerado em meio de Schneider com 20%
de SFB para a andlise da carga parasitaria pelo método de diluicdo limitante (LDA).
A suspensédo das células resultante foi diluida em série e 0 numero de parasitos
viaveis foi estimado a partir da maior diluicdo para a qual promastigotas cresceram

apos 7 dias de incubacéo a 26° C.

3.7 Analises estatisticas

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 7. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Os dados

foram expressos em meédia + erro padréao.
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4. Resultados



As leishmanioses representam um grave problema para a saude publica
atualmente devido a varias problematicas como: ampla distribuicdo geografica,
diversas manifestacdes clinicas, elevados indices de mortalidade (na leishmaniose
visceral), arsenal terapéutico limitado com casos de resisténcia ja relatados em
diferentes partes do mundo entre outras. Em 2007 foi realizado a 162 Assembleia
Mundial de Saude, na qual foi proposto um plano de acéo para o controle das varias
doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2012). Nesse contexto, foi emitido uma
resolucdo na qual foi reconhecido que as leishmanioses compreendem uma das
doencas tropicais mais negligenciadas no mundo, bem como a gravidade da
leishmaniose visceral. Dessa forma, foi estabelecido uma série de critérios
necessarios para a prevencao e combate das leishmanioses. Uma das estratégias
que vem sendo estimuladas € a busca de novos farmacos com caracteristicas
essenciais que visem suprir as desvantagens e problematicas encontradas no
tratamento utilizado atualmente. Dentre essas metas estdo: farmaco seguro,
eficiente, com um esquema terapéutico curto, que apresente baixa toxicidade e que
possibilite a interacdo com outros medicamentos (WHO, 2007). Ao longo dos anos o

nosso grupo vem atuando na busca de novos farmacos com essas caracteristicas.

4.1 Ensaios in vitro

Os produtos naturais vem recebendo um merecido destaque devido ao seu
grande potencial terapéutico e trabalhos anteriores do nosso grupo ja demonstraram
a capacidade de diferentes flavonoides no combate a leishmaniose tegumentar,
como a quercetina (FONSECA-SILVA et al.,, 2011, 2013), apigenina (FONSECA-
SILVA et al., 2015, 2016) e a epigalocatequina-3-galato (INACIO et al., 2012, 2014;
INACIO; CANTO-CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013). Seguindo a busca de
um farmaco que apresente as caracteristicas desejaveis pela OMS, decidimos
investigar o efeito da EGCG em L. infantum, uma das espécies responsaveis pela

leishmaniose visceral, in vitro e in vivo e propor o seu mecanismo de acgao.

4.1.1 Atividade antipromastigota

Para dar inicio ao nosso estudo, estabelecemos o efeito da EGCG e a sua
associacdo com os farmacos utilizados atualmente no combate das leishmanioses
sob a forma promastigota analisando a viabilidade celular dos parasitos apos o
tratamento com EGCG, miltefosina ou anfotericina B pelo ensaio com a resazurina.

Esse método se baseia na reducdo da resazurina em resorufina pelas células
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metabolicamente ativas, convertendo a resazurina nao fluorescente em resorufina
fluorescente. Essa conversao é proporcional ao numero de células viaveis, gerando

uma medida quantitativa da viabilidade celular.

Portanto, incubamos por 72 horas 1x10® promastigotas/ml com diferentes
concentracbes de EGCG, miltefosina e anfotericina B e avaliamos a viabilidade
celular com resazurina. A EGCG, juntamente com os outros farmacos, atuaram de
forma significativa nos parasitos demonstrando um efeito dose-dependente (Figura
4.1) com valores de ICso e I1Co de 162uM e 262,5uM para EGCG, 6,4uM e 14uM
para miltefosina e 0,80uM e 1,07uM para anfotericina B (Tabela 4.1).

100 A
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Figura 4.1 - Efeito da EGCG, miltefosina e anfotericina B na proliferacdo celular de promastigotas de
L. infantum. 1x108 parasitos/ml foram incubados na auséncia ou presenca de EGCG (15,6uM —
1000uM) [m], miltefosina (Milt) (1,56 — 100uM) [A] ou anfotericina B (AB) (0,02 — 1,25uM) [o] por 72
horas. A viabilidade celular foi analisada com a adicéo de resazurina e avaliada por fluorimetria. Os
dados expressam a porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle. Os valores mostram a
média de 3 experimentos independentes. P<0,001 (ANOVA).

Tabela 4.1 - Valores de ICsg e ICqo.

Compostos ICs0(UM) [Coo(UM)
EGCG 162,046,6 262,5+11,1
Miltefosina 6,4+0,5 14,0£2,5
Anfotericina B 0,80+0,20 1,07+0,09

41



4.1.2 Terapia combinada

Uma das estratégias que vem sendo utilizadas como alternativa para o
tratamento clinico da leishmaniose € a associacdo de farmacos conhecidos,
anfotericina B lipossomal/miltefosina, paramomicina/antimonial e
paramomicina/miltefosina ou destes com possiveis novos compostos e possiveis
substancias que podem potencializar seu efeito. Nesse contexto, avaliamos o efeito
da associacdo da EGCG com milfetosina ou anfotericina B em promastigotas de L.
infantum seguindo o protocolo estabelecido por Fivelman e colaboradores
(FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004). Os parasitos foram cultivados em
diferentes concentragbes do farmaco sozinho ou associado e realizadas em
diferentes propor¢cdes. Apos 72 horas a viabilidade celular foi avaliada pelo método
de rezasurina conforme descrito para a atividade em promastigotas. Para cada
propor¢do, o ICso e ICo foi calculado para cada um dos farmacos. O efeito da
combinagdo entre EGCG e miltefosina ou EGCG e anfotericina B foi avaliado
através do somatério do indice da Concentracéo Inibitéria Fracional (FICI) A média
do somatério do FICI (XZFICI) para cada proporc¢ao foi utilizada para a classificacao
do tipo de interacdo entre os farmacos, aonde se a X2FICI < 0,5 é considerada uma
interacdo sinérgica; XZFICI > 0,5 < 4, aditiva e antagbnica XZFICI > 4, como
recomendado por Odds (ODDS, 2003).

Em seguida, os valores de ICso e ICg0 foram definidos para cada proporcao
juntamente com o indice de concentracgéo inibitéria fracional (FIClso e FIClgo) (Tabela
4.2 e Tabela 4.3).

Tabela 4.2 - Valores de ICsp e FICIso da associacdo da EGCG com miltefosina.

|Cs0(UM) FIClso
EGCG/Milt EGCG Milt EGCG Milt 2FIClso  XXFIClso
5:0 162,0+6,6 - - - -
4:1 128,9+10,6 3,2+0,3 0,79+0,05 0,5+0,03 1,29
3:2 94,4+9,6 6,3+0,6 0,58+0,03 0,98+0,0 1,56
0 1,30
2:3 39,6+8,4 59+1,3 0,24+0,04 0,92+0,1 1,16 '
1:4 23,7+5.,8 6,7+0,4 0,14+0,04 1,04+0,0 1,18
7
0:5 - 6,4+0,5 - - -

Os valores do 2FICs, foram obtidos através dos valores do ICso. Os dados sdo expressos em média +
erro padréo (n=3).
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Tabela 4.3 - Valores de ICqo e FICIg da associagao da EGCG com miltefosina.

[Coo(UM) FIClgo
EGCG/Milt EGCG Milt EGCG Milt 2FIClogo  XXFICloo

5:0 262,5+11,1 - - - -
4:1 226,0x17,6 5,6+04 0,86+0,0 0,4+0,03 1,26

9
3:2 155,6+16,1 10,4+1,1 0,59+0,0 0,74+0,04 1,33

! 1,23
2:3 75,2£14,7 11,3+2,2 0,29+0,0 0,80+0,2 1,09 ’

5
1:4 38,7£7,6 155+3,0 0,15+0,0 1,11+0,1 1,26

4
0:5 i 14,0£2,5 i i -

Os valores do 2FICy, foram obtidos através dos valores do ICgo. Os dados séo expressos em média +
erro padréo (n=3).

Com os valores do ICso e IC9o e do FICIso e FICloo de cada proporgao foi
obtido o isobolograma para a associacdo da EGCG com miltefosina (Figura 4.2 e
Figura 4.3).
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Figura 4.2 - Valores de ICso e FIClsp da associacdo da EGCG com miltefosina. As concentragfes de
EGCG com miltefosina foram preparadas em diferentes proporcdes (5:0 [e], 4:71 [m], 3:2 [A], 2:3 [4],
1:4 [0] e 0:5 [o]). (A) Os valores de ICso foram obtidos e o indice de concentragdo inibitéria foi
calculado. (B) A soma dos valores do FICIlsp da EGCG sozinha ou em combinagdo com miltefosina
esta representada por cada ponto da curva. Cada ponto foi comparado com a linha de aditividade
(linha pontilhada).
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Figura 4.3 - Valores de ICy € FIClg da associacdo da EGCG com miltefosina. As concentracdes de
EGCG com miltefosina foram preparadas em diferentes proporgdes (5:0 [o], 4:1 [m], 3:2 [A], 2:3 [A],
1:4 [o] e 0:5 [0]). (A) Os valores de ICq foram obtidos e o indice de concentracdo inibitéria foi
calculado. (B) A soma dos valores do FIClg da EGCG sozinha ou em combinagdo com miltefosina
esta representada por cada ponto da curva. Cada ponto foi comparado com a linha de aditividade
(linha pontilhada).

Os valores obtidos da X%FIClso e XZFICleo da combinagdo da EGCG com
miltefosina foram de 1,3 (Tabela 4.2) e 1,23 (Tabela 4.3). Esses valores

demonstraram que a combinacédo de EGCG mais miltefosina obteve efeito aditivo.

A mesma metodologia foi empregada para determinar o efeito da associacdo
da EGCG com a anfotericina B. Os valores de ICso e ICg foram definidos para cada
proporcdo juntamente com o indice de concentracdo inibitéria fracional (FIClso e
FICloo) (Tabela 4.4 e Tabela 4.5).
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Tabela 4.4 - Valores de ICso e FICIso da associagao da EGCG com anfotericina B.

ICs0(UM) FIClso
EGCG/AB EGCG AB EGCG AB 2FIClso  XZFIClso
5:0 162,0+6,6 - - - -
4:1 151,2+3,5 0,05+0,00 0,93+0,04 0,06+0,00 0,99
3:2 147,6£13,7 0,12+0,01 0,91+0,05 0,15+0,03 1,06 100
2:3 132,548,8 0,25+0,02 0,82+0,05 0,31+0,04 1,13 ’
1:4 66,8+5,1 0,33+0,02 0,41+0,04 0,42+0,07 0,83
0:5 - 0,8040,2 - - -

Os valores do 2FICs, foram obtidos através dos valores do ICso. Os dados sdo expressos em média +
erro padréo (n=3).

Tabela 4.5 - Valores de ICqo e FICIg da associagao da EGCG com anfotericina B.

[Coo(UM) FIClgo
EGCG/AB EGCG AB EGCG AB 2FICloo  XZFIClgo
5:0 262,5+11,1 - - - -
4:1 257,4+17,9 0,08+0,00 0,98+0,05 0,07+0,00 1,05
3:2 275,7+416,8 0,23+0,01 1,05+0,02 0,21+0,02 1,26 104
2:3 197,9+25 0,37+0,00 0,75+0,02 0,35+0,04 1,10 ’
1:4 89,7+2,5 0,44+0,01 0,34+0,01 0,41+0,06 0,75
0:5 - 1,07+0,09 - - -

Os valores do 2FICy, foram obtidos através dos valores do ICgo. Os dados sdo expressos em média +
erro padréo (n=3).

Com os valores do ICso e IC9o0 € do FICIso e FICloo de cada proporcédo foi

obtido o isobolograma para a associacdo da EGCG com anfotericina B (Figura 4.4 e

Figura 4.5).
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Figura 4.4 - Valores de ICso e FIClso da associagdo da EGCG com anfotericina B. As concentracdes
de EGCG com anfotericina B foram preparadas em diferentes proporcdes (5:0 [o], 4:1 [m], 3:2 [A], 2:3
[a], 1:4 [o] e 0:5 [0]). (A) Os valores de ICso foram obtidos e o indice de concentragéo inibitdria foi
calculado. (B) A soma dos valores do FIClsp da EGCG sozinha ou em combina¢cdo com anfotericina B
esta representada por cada ponto da curva. Cada ponto foi comparado com a linha de aditividade
(linha pontilhada).
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Figura 4.5 - Valores de ICq € FIClg da ssociagdo da EGCG com anfotericina B. As concentracdes de
EGCG com anfotericina B foram preparadas em diferentes proporcdes (5:0 [o], 4:1 [m], 3:2 [A], 2:3
[a], 1:4 [o] e 0:5 [0]). (A) Os valores de ICq foram obtidos e o indice de concentragéo inibitdria foi
calculado. (B) A soma dos valores do FIClgy da EGCG sozinha ou em combina¢cdo com anfotericina B
esta representada por cada ponto da curva. Cada ponto foi comparado com a linha de aditividade
(linha pontilhada).

Os valores da XZFIClso e X2FICloo da combinagdo da EGCG com anfotericina
B foram de 1,00 (Tabela 4.4) e 1,04 (Tabela 4.5). Esses valores demonstraram que

a combinacdo de EGCG mais anfotericina B obteve efeito aditivo.

4.2 Estudo do mecanismo de acao

Para que um determinado composto siga adiante no desenvolvimento de um
novo medicamento é necessario que tenha um mecanismo de acado definido
(KATSUNO et al., 2015). Nesse intuito, investigamos o mecanismo de acao da

EGCG em promastigotas de L. infantum.

4.2.1 Dosagem de H20O>

Os flavonoides sdo amplamente reconhecidos pelo seu alto potencial

terapéutico, onde em diversos modelos experimentais ocorrem 0 envolvimento de
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espécies reativas de oxigénio como parte do seu mecanismo de acdo (LI et al.,
2009; SUH et al., 2010; BISHAYEE et al.,, 2013) Anteriormente 0 nOSsSO grupo ja
havia demonstrado o acumulo de espécies reativas de oxigénio em L. braziliensis
apos o tratamento com EGCG (INACIO et al., 2014). Dessa forma, investigamos a
concentracédo de H202 em promastigotas de L. infantum na auséncia ou na presenca
de EGCG por AmplexRed, um marcador que é capaz de reagir especificamente com
H202, gerando um produto fluorescente, resorufina, que quando excitado € 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 H20:.

ApGs o0s parasitos serem incubados por 72 horas com diferentes
concentracbes de EGCG (125uM - 500uM), as células foram lavadas e
ressuspendidas em HBSS e a concentragdo de H20: foi determinada. O tratamento
com EGCG induziu uma producéo significativa nos niveis de H202 de maneira dose-
dependente, aumentando aproximadamente 7 vezes o acumulo de H202 em relacéo

ao controle nao tratado (Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Producéo intracelular de H>O,. Promastigotas de L. infantum foram incubadas com
diferentes concentracdes de EGCG por 72 horas. A dosagem foi feita apés as células serem lavadas
e incubadas com Amplex Red por 30 minutos e a leitura foi realizada em fluorimetro com
comprimento de onda de excitacdo de 560nm e emissdo de 590nm. Os dados foram expressos pela
média * erro padrdo da concentragdo de H,O; presente nas células (n=3). ANOVA p<0,0001.
Diferencga significativa em rela¢é@o ao controle * p<0,001, ** p<0,0001.
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4.2.2 Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial

Diferentes grupos ja correlacionaram que um aumento nos niveis de ROS
pode desencadear uma diminuigdo no potencial de membrana mitocondrial (AWm)
(FIDALGO; GILLE, 2011; GALLUZZI; KEPP; KROEMER, 2012) e uma caracteristica
geral de todos os tripanosomatideos é que eles apresentam uma Unica mitocondria,
isso torna esta organela atrativa como alvo terapéutico, pois esta diretamente
envolvida na producdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa. 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 respiratoria (GLEW et al., 1988; SHAHA, 2006).

Devido a essa importancia, investigamos o potencial de membrana
mitocondrial de promastigotas de L. infantum utilizando o marcador fluorescente JC-
1. Quando o A¥Wm esta intacto, a diferenca de potencial gerada através da
membrana mitocondrial interna (negativa do lado interno) leva ao acumulo de
substancias solluveis em lipideos dentro da mitocondria. Dessa forma, em altos
AWYm, o corante lipofilico JC-1 se acumula e forma agregados no interior da
mitocondria, com mudancas nas suas propriedades fluorescentes. No estado
monomeérico, o corante fluoresce verde, enquanto no estado agregado o corante
fluoresce vermelho. A emissédo de fluorescéncia vermelha derivada da formacéo de
agregados ¢é, portanto, indicativa de um alto AWm. Em células com danos
mitocondriais ou alteracdes 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 sé&o
dependentes do gradiente eletroquimico. A razdo entre a fluorescéncia

vermelha/verde (590/530) representa o potencial de membrana mitocondiral.

O tratamento com EGCG desencadeou uma diminuicdo dose dependente no
potencial de membrana mitocondrial desses promastigotas. E possivel observar na
concentracédo de 500uM de EGCG uma diminuigao altamente significativa do AWm,
de aproximadamente 86% em relagcdo ao controle nao tratado (Figura 4.7). Como
controle positivo foi utilizado FCCP 20uM, eu conhecido desacoplador da membrana

mitocondrial.
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Figura 4.7 - Determinagdo do potencial de membrana mitocondrial. Promastigotas de L. infantum
foram cultivados na auséncia ou na presencga de concentracdes crescentes de EGCG por 72 horas
foram incubados com 10ug/mL de JC-1. Os resultados foram obtidos fluorimetricamente nos
comprimentos de onda de excitagdo 480nm e emissdo 530nm e 590nm. Os dados foram expressos
pela média + erro padrdo da razdo entre os comprimentos de onda emissdo 590nm/530nm. O
controle positivo foi realizado com 20uM de FCCP (n=3). ANOVA p<0,001. Diferencga significa em
relacdo ao controle. * p>0,05, ** p<0,01, *** p>0,001.

4.2.3 Determinacéao dos niveis de ATP intracelular

Ja é bem descrito na literatura que alteracées bioquimicas que levem para
uma diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial dispara uma série de
eventos que podem resultar na diminuicdo dos niveis intracelulares de ATP
(FIDALGO; GILLE, 2011). Dessa forma, seguimos o estudo do mecanismo de agao
da EGCG em promastigotas determinando os niveis de ATP intracelular pelo ensaio
bioluminescente 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 luminémetro. A intensidade do sinal luminescente dessa

reacao € proporcional a producéo de ATP.

Portanto, promastigotas de L. infantum incubadas na auséncia ou na
presenca de concentracdes de EGCG por 72 horas foram lavadas e incubadas com
o reagente CellTiter-Glo. A EGCG diminuiu significativamente a concentracéo
intracelular de ATP desses parasitos exibindo um perfil dose dependente. E possivel
observar que na maior concentracao utilizada a EGCG causou uma diminuicdo de

aproximadamente 60% em relacéo ao controle ndo tratado (Figura 4.8).
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Figura 4.8 - Determinacdo dos niveis de ATP intracelular. Promastigotas de L. infantum foram

tratadas com concentragBes crescentes de EGCG por 72 horas. Em seguida, as células lavadas e
ajustadas para 1x107/200uL. 50uL de parasitos foram acrescentados a volumes iguais do reagente
CellTiter-Glo e a bioluminescéncia foi obtida pelo luminédmetro. Os dados foram expressos pela média
* erro padréo da concentracdo de ATP intracelular dos parasitos (n=3). ANOVA<0,0001. Diferenca
significativa em rela¢éo ao controle * p<0,005, ** p<00001.

4.2.4 Inibic&o da tripanotiona redutase

Em qualquer organismo vivo ha a necessidade de um sistema responsavel
pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Nos tripanosomatideos
em geral, esse papel é desempenhado pela enzima tripanotiona redutase (TR), uma
enzima presente somente nessa familia e ausente em mamiferos. Essa
caracteristica a torna um excelente alvo terapéutico seletivo (FAIRLAMB; CERAMI,
1992). Os dados até aqui demonstram uma particdo das ROS no mecanismo de
acdo da EGCG em promastigotas de L. infantum levando a perda do potencial de
membrana mitocondrial e diminuicdo nos niveis de ATP intracelular. Com base nisto
investigamos a participacéo da principal enzima do balanco redox desse parasito por

dois métodos distintos: ensaio enzimético e modelagem molecular.

4.2.4.1 Ensaio enzimatico da tripanotiona redutase

O ensaio enzimatico realizado para investigar a capacidade da EGCG em
inibir a atividade da TR de promastigotas de L. infantum foi mensurado pela reacao
de Ellman, que se baseia na redugédo do DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico))
a 2TNB(2-nitro-5-4cido tiobenzéico) pela tripanotiona reduzida [T(SH)2], levando a

tripanotiona oxidada [T(S)2] que sera regenerada para a T(SH)2 pela TR.

Dessa forma, adicionamos a fracdo soluvel do extrato de promastigotas de L.
infantum em diferentes concentragcbes de EGCG e analisamos o resultado pela
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reacdo de Ellman. A EGCG inibiu significativamente a atividade da TR,
demonstrando um perfil dose dependente com uma inibicdo de aproximadamente
65% em relacdo ao controle ndo tratado e um Ki de 511uM (Figura 4.9). Como
controle positivo foi utilizado 50uM de clomipramina, um inibidor competitivo da
tripanotiona redutase (RICHARDSON et al., 2009)
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Figura 4.9 - Efeito da EGCG sobre a atividade da enzima tripanotiona redutase. A atividade da EGCG
na inibicdo da tripanotiona redutase foi avaliada através do método de Ellman. Para isso, foi obtido
um extrato parasitario de promastigotas de L. infantum que foi em seguida lisado, centrifugado e
ressuspendidos em tampédo Tris-Hepes 40mM. Paralelamente, concentrages crescentes de EGCG
(7,8uM - 1000uM) foram utilizadas para dosar a atividade da TR no extrato soluvel de promastigotas
de L. infantum. A reagéo foi disparada com a adicdo de 0,4mg/mL de fragdo solavel e incubada por
25 minutos. O controle positivo foi realizado com 50uM de clomipramina. Os resultados foram obtidos
colorimetricamente com o comprimento de onda de 410nm. Dados expressos através da média + erro
padrdo da porcentagem de inibicdo da tripanotiona redutase. (n=3). ANOVA <0,0001. Diferenca
significativa em relacdo ao controle * p<0,001.

4.2.4.2 Docking molecular

A inibicdo da enzima tripanotiona redutase pela EGCG foi corroborada através
de calculos de docking molecular. Dessa forma, realizamos a docagem em duas
regides distintas (Figura 4.10), uma que compreende a area do sitio catalitico de
interacdo do substrato com a enzima (Figura 4.10A) e a outra regido compreende o
local de interacdo do sitio de ligacdo do cofator (Figura 4.10B). Essas areas
consistem em duas fendas cataliticas carregadas negativamente ou positivamente
para o local de interacdo do substrato (Figura 4.10A) ou do cofator (Figura 4.10B),

respectivamente.
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Figura 4.10 - Regido para o estudo do docking. A TR de L. infantum foi escolhida a partida do site do
Protein Data Bank, com o cédigo de acesso 4ADW. A TR esta representada pelo mapa de superficie
eletrostatico utilizando a ferramenta APBS. As areas representadas em vermelho indicam regiGes de
superficie com potencial negativo, enquanto que as areas em azul indicam regiGes de superficie com
potencial positivo. Duas regides foram destacadas: (A) area para o estudo de interagdo da EGCG
com o sitio catalitico e (B) area para o estudo da interacdo da EGCG no sitio do NADPH.

Para nos certificar dos parametros utilizados no estudo de docagem,
realizamos um redocking dos ligantes cristalograficos nas areas correspondentes a
Figura 4.10. Nesse tipo de estudo o ligante utilizado no célculo de docking é a
estrutura que foi cristalizada juntamente com a enzima para o0s estudos de

determinacéo de estrutura.

Dessa forma, demos de entrada a tripanotiona reduzida — que é o produto da
reacdo da TR — presente na estrutura 4ADW e calculamos o redocking na regido de
interacdo entre a enzima e o substrato (Figura 4.10A). Conforme esperado, n0ssos
calculos demonstraram uma interacdo desfavoravel entre a tripanotiona reduzida e a
TR (Figura 4.11). O perfil linear dos clusters — agrupamento de conformacgdes
semelhantes — e altos valores de AG demonstram a inespecificidade da interacéo.
Essa caracteristica pode se dar ao fato da tripanotiona reduzida ser o produto da

reacdo entre a tripanotiona oxidada e a TR.
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Figura 4.11 - Cluster do estudo de redocking entre a tripanotiona reduzida e o sitio catalitico da TR. O
redocking foi calculado utilizando a tripanotiona reduzida da estrutura 4ADW como ligante na regido
do sitio catalitico da TR. Cada barra azul representa um cluster, grupo de estruturas com
conformacdes semelhantes (RMS < 2A). O eixo da abscissa corresponde ao ndmero de
conformacdes presentes em cada cluster e o eixo da ordenada indica os valores de AG (kcal/mol) de
cada cluster. A interacéo foi calculada utilizando o programa AutoDock 4.2.

O estudo do redocking do NADPH foi eficiente em demonstrar uma
conformacao do cofator bastante semelhante a estrutura da cristalografia da TR com
RMS de 1,94A, AG -6,21 kcal/mol e Ki estimado de 28,22uM (Figura 4.12A).
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Figura 4.12 - Estudo de redocking entre o NADPH e o sitio do cofator da TR. (A) A TR esta
representada em superficie na cor verde. O NADPH proveniente da cristalografia da estrutura 4ADW
estda em bastéo roxo claro enquanto o NADPH resultante do calculo do redocking esta representado
em roxo escuro. (B) O NADPH esta interagindo com os aminoacidos presentes no dominio do cofator
(em branco). A interagdo foi calculada utilizando o programa AutoDock 4.2 e a imagem foi gerada no
PyMOL.

Além disso, esse célculo demonstrou a interacdo do NADPH com diversos
residuos importantes no mecanismo de oxirreducdo realizado pela TR. Os

aminoacidos Tyr221, Arg222, Arg238 e Met333 participam do mecanismo de
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reconhecimento entre a TR e o NADPH enquanto a Tyrl98 e Arg222 estéo
envolvidas nas alteracdes conformacionais decorrentes dessa interacdo. Podemos
observar na Figura 4.12B a interacdo do cofator com os residuos Tyr221, Arg222,
Arg238 e Met333. Esses dados confirmam que os parametros padrao utilizados para
os célculos de docking com algoritmo genético lamarckiano estéo corretos.

Devido ao estudo de redocking utilizando resultado da catalise (produto,
tripanotiona reduzida) do substrato (tripanotiona oxidada) apresentar valores de
energia livre elevados realizamos um docking com o substrato — tripanotiona oxidada
— obtido da plataforma PubChem (CID 115098). Das conformacbes obtidas,
obtivemos dois resultados: um que apresentou menor energia (Figura 4.13A; C; E) e
outro que apresentou maior prevaléncia (Figura 4.13B;D;F). Os valores de AG e Ki
foram de -5,84kcal/mol e 52,44uM para as conformacdes de menor energia, e -
3,68kcal/mol e 2,1mM para as conformagdes de maior probabilidade (Tabela 4.6). A
conformacdo de menor energia demonstrou interaces com os residuos Serl09,
Thr397, Leu399, Pro462, Ser464 e Glu466. Dentre esses, a Serl09 e Glu466 sao
descritos por participarem do mecanismo de interacdo entre o substrato e a TR
(HUNTERL et al., 1992; COLOTTI et al., 2013)

Uma vez validado e definido os parametros para o estudo da interacdo de
ligantes no sitio ativo da tripanotiona redutase, investigamos a interacdo da EGCG
diretamente no sitio catalitico dessa enzima. A EGCG se ligou no sitio ativo da TR
interagindo com diversos aminoacidos, preenchendo a fenda catalitica e localizou-se
na interface entre as duas subunidades (Figura 4.14). Conforme observado na
Tabela 4.6 os valores de AG e Ki dessa interacdo que foram de -6,95kcal/mol e
8,10uM, respectivamente. A EGCG apresentou interacdo com a Ser109, um residuo
envolvido em alteracfes estruturais que resultam na ampliacdo do sitio ativo da TR e
do reconhecimento com o substrato dessa enzima. Como controle positivo,
calculamos a interacdo da clomipramina no sitio catalitico da TR. A clomipramina
também interagiu no sitio catalitico (Figura 4.15) e apresentou valores de AG e Ki

de -4,59%cal/mol e 435,39uM, respectivamente (Tabela 4.6).
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Figura 4.13- Interac@o da tripanotiona oxidada no sitio catalitico da TR. O receptor (TR) est4 no
mesmo angulo de visualizagdo em (A), (B), (C) e (D). (A), (B), (E), (F) e (G): a TR est4 indicada nas
cores verde e azul para cada subunidade. (C) e (D): a TR estad representada pela superficie
eletrostatica em pH 7,4 calculado pela ferramenta APBS. A variacdo das cores vermelho e azul
indicam regibes de potencial negativo e positivo na superficie do receptor, respectivamente. A
conformacd@o de menor energia e maior prevaléncia esta representada pelas cores laranja escuro e
laranja claro, respectivamente. (E) e (F): A tripanotiona oxidada est4 proxima dos aminoacidos
presentes no sitio (em branco) e com o sitio catalitico (em amarelo). As linhas tracejadas em amarelo
indicam interag6es dos ligantes com a cadeia lateral dos residuos. (G) Co-localizagdo da tripanotiona
oxidada de menor energia e maior prevaléncia. O célculo da interacéo foi realizado com o programa
AutoDock 4.2 e a imagem foi gerada no PyMOL.
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Figura 4.14 - Interagdo da EGCG no sitio catalitico da TR. O receptor (TR) est4d no mesmo angulo de
visualizagdo em (A) e (B). (A) e (C): a TR esta indicada nas cores verde e azul para cada subunidade.
(B): a TR esté representada pela superficie eletrostatica em pH 7,4 calculado pela ferramenta APBS.
A variacdo das cores vermelho e azul indicam regides de potencial negativo e positivo na superficie
do receptor, respectivamente. (A), (B) e (C): a EGCG esté representada em azul escuro. (C): a EGCG
esta interagindo com os residuos em branco e proxima a triade catalitica (em amarelo). As linhas
tracejadas em amarelo indicam interacbes da EGCG com a cadeia lateral. O calculo da interacao foi
realizado com o programa AutoDock 4.2 e a imagem foi gerada no PyMOL. (C) representagdo da
interacdo em 2D pela ferramenta Poseview. As linhas tracejadas representam as ligacdes de
hidrogénio entre o aminoacido e o ligante. As linhas verdes tracejadas representam as interagfes
com anéis aromaticos.
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Figura 4.15 - Interagédo da clomipramina no sitio catalitico da TR. O mesmo posicionamento pode ser
observado em (A) e (B). (A) e (C): a TR esta indicada nas cores verde e azul para cada subunidade.
(B): a TR esté representada pela superficie eletrostatica em pH 7,4 calculado pela ferramenta APBS.
A variacéo das cores vermelho e azul indicam regifes de potencial negativo e positivo na superficie
do receptor, respectivamente. (A), (B) e (C): a clomipramina esta representada em vermelho. (C): a
clomipramina esté interagindo com os residuos em branco e préxima a triade catalitica (em amarelo).
As linhas tracejadas em amarelo indicam interacdes da clomipramina com a cadeia lateral. O célculo
da interacdo foi realizado com o programa AutoDock 4.2 e a imagem foi gerada no PyMOL. (D)
representacéo da interagdo em 2D pela ferramenta Poseview. As linhas tracejadas representam as
ligacBes de hidrogénio entre o aminoacido e o ligante. As linhas verdes tracejadas representam as
interagBes com anéis aromaticos. As linhas verdes representam as intera¢des hidrof6bicas do ligante
com 0s aminoacidos.
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Figura 4.16 - Interacdo da EGCG de menor energia no sitio do cofator. O mesmo posicionamento
pode ser observado em (A) e (B). (A) e (C): a TR est4 indicada nas cores verde e azul para cada
subunidade. (B): a TR esta representada pela superficie eletrostatica em pH 7,4 calculado pela
ferramenta APBS. A variacdo das cores vermelho e azul indicam regi6es de potencial negativo e
positivo na superficie do receptor, respectivamente. (C) A EGCG estéa representada em azul escuro e
esta interagindo com os aminoacidos em branco e com as cadeias laterais desses residuos (linha
tracejada amarela). O célculo da interagdo foi realizado com o programa AutoDock 4.2 e a imagem foi
gerada no PyMOL. (D) representacdo da interacdo em 2D pela ferramenta Poseview. As linhas
tracejadas representam as ligacdes de hidrogénio entre o aminoéacido e o ligante. As linhas verdes

tracejadas representam as interacfes com anéis aromaticos. As linhas verdes representam as
interacdes hidrofébicas do ligante com os aminoacidos.
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Figura 4.17 - Interacdo da EGCG de maior prevaléncia no sitio do cofator. O mesmo posicionamento
pode ser observado em (A) e (B). (A) e (C): a TR est4 indicada nas cores verde e azul para cada
subunidade. (B): a TR esta representada pela superficie eletrostatica em pH 7,4 calculado pela
ferramenta APBS. A variacdo das cores vermelho e azul indicam regi6es de potencial negativo e
positivo na superficie do receptor, respectivamente. (C) A EGCG esta representada em azul claro e
esta interagindo com os aminoacidos em branco e com as cadeias laterais desses residuos (linha
tracejada amarela). O célculo da interagdo foi realizado com o programa AutoDock 4.2 e a imagem foi
gerada no PyMOL. (D) representacdo da interacdo em 2D pela ferramenta Poseview. As linhas
tracejadas representam as ligacdes de hidrogénio entre o aminoéacido e o ligante. As linhas verdes
tracejadas representam as interacbes com anéis aromaticos. As linhas verdes representam as
interacdes hidrofébicas do ligante com os aminoacidos.

61



R
H
AIa322A N NHZT)
J/ /" Leu334A
< Tyr198A
NN
R \o.\
\H\
N* N
P W W @ @HO
Cl Tyr198A

Figura 4.18 - Interacdo da clomipramina no sitio do cofator. O mesmo posicionamento pode ser
observado em (A) e (B). (A) e (C): a TR esta indicada nas cores verde e azul para cada subunidade.
(B): a TR esté representada pela superficie eletrostatica em pH 7,4 calculado pela ferramenta APBS.
A variacéo das cores vermelho e azul indicam regibes de potencial negativo e positivo na superficie
do receptor, respectivamente. (C) A clomipramina esta representada em vermelho e esté interagindo
com os aminoacidos em branco. O célculo da interagao foi realizado com o programa AutoDock 4.2 e
a imagem foi gerada no PyMOL. (D) representa¢do da interacdo em 2D pela ferramenta Poseview. As
linhas tracejadas representam as ligagGes de hidrogénio entre o aminoacido e o ligante. As linhas
verdes tracejadas representam as interagcdes com anéis aromaticos. As linhas verdes representam as
interacdes hidrofobicas do ligante com os aminoacidos.
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Apés demonstrar a capacidade da EGCG em se ligar no sitio catalitico da
TR, decidimos investigar a interacdo desse composto no sitio de ligacdo do cofator

NADPH. Essas andlises foram realizadas na regido B da Figura 4.10.

A EGCG mostrou-se eficiente em interagir no sitio do cofator exibindo duas
conformacdes (Figura 4.16 e Figura 4.17) com valores de AG e Ki de -8,02kcal/mol
e 1,32uM, e -6,73kcal/mol e 11,62uM respectivamente (Tabela 4.6). A clomipramina,
utilizada como controle positivo, também interagiu com diferentes aminoécidos do
sitio de ligagdo do cofator (Figura 4.18) e demonstrou valores de AG e Ki de -

5,59kcal/mol e 76,56uM, respectivamente (Tabela 4.6).

4.3 Efeito terapéutico da EGCG

Nos ultimos anos a OMS e outros 6rgdos — como o DNDi e TDR — vem
incentivando a busca de novas alternativas terapéuticas para o tratamento das
leishmanioses e estabeleceram uma série caracteristicas desejaveis para esse
tratamento. Dentre essas caracteristicas estdo: facil administracdo, seguro e
eficacia em um esquema terapéutico de curto tratamento (WHO, 2007). Uma vez
demonstrada a atividade da EGCG em promastigotas de L. infantum e descrito parte
do seu mecanismo de acdo, seguimos avancando investigando o seu potencial
terapéutico. Dessa maneira, demonstramos o0 efeito da EGCG em amastigota
intracelular e o seu efeito in vivo em modelo experimento murino de leishmaniose

visceral.

4.3.1 Atividade antiamastigota

Os parasitos do género Leishmania possuem em seu ciclo biolégico duas
formas distintas: a forma promastigota, encontrada no inseto vetor, e a forma
amastigota, que é encontrada nas células fagociticas do hospedeiro vertebrado e € a
responsavel pela manutencdo da doenca no mamifero e, portanto, considerada a
forma de maior relevancia clinica. Sendo assim, demos continuidade ao nosso

estudo investigando o efeito da EGCG em amastigota intracelular.

Para isso, recolnemos macrofagos peritoneais de camundongos BALBI/c,
infectamos promastigotas de L. infantum e tratamos por 72 horas com EGCG. Apos
esse periodo, as células foram coradas e o indice de infec¢do, que correlaciona o
percentual de macréfagos infectados com o nimero de amastigotas, foi estabelecido

por contagem direta microscépio de luz. A EGCG diminuiu o indice de infeccéo de
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maneira dose dependente, demonstrando um valor de ICso de 3,8uM e uma inibicao

de 90% na concentracédo de 24uM (Figura 4.19).
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Figura 4.19 - Atividade antiamastigota da EGCG. Macréfagos murinos foram infectados com
promastigotas de L. infantum e incubados na auséncia ou presenca de diferentes concentragdes de
EGCG (3uM-48uM) por 72 horas a 37°C e 5% CO,. A média do indice de infeccao do controle (0) =
221,2. Dados expressos como média * erro padrdo. (n=3). ANOVA <0,0001.

4.3.2 Atividade in vivo

Avaliamos o potencial in vivo da EGCG em modelo murino de leishmaniose
visceral experimental. Camundongos BALB/c foram infectados (dia 0) e realizamos
um curto periodo de tratamento (dia 8 ao dia 12) com doses de EGCG administradas
por via oral duas vezes ao dia, seguido de um longo periodo sem tratamento (dia 13

ao dia 30) até ser feita a eutanasia, determinacéo da carga parasitaria.

Foi observada uma diminuicéo significativa da carga parasitaria do figado dos
animais que receberam o tratamento por via oral da EGCG em relagéo ao grupo dos
camundongos sem tratamento. Igualmente o grupo tratado com Sb®" por via
intramuscular apresentou uma reducao significativa da carga parasitaria, porém nao
apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com 25mg/kg/dia e
nem com 50mg/kg/dia de EGCG (Figura 4.20A). A EGCG ainda foi capaz de reduzir
de modo dose dependente em aproximadamente 92% o namero de parasitos na
maior dose administrada e demonstrou um valor de EDso e EDgoo de 14,01mg/kg/dia e

18,8mg/kg/dia nesse o6rgao (Figura 4.20B).
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Figura 4.20 - Atividade in vivo da EGCG. Camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas
de L. infantum e ap6s 7 dias foi dado inicio ao tratamento por 5 dias. Apds os animais permanecerem
18 dias sem tratamento os animais foram eutanasiados. (A) O figado foi recolhido, macerado e a
carga parasitaria foi determinada pelo ensaio de diluicdo limitante. Os dados foram obtidos pela
média + erro padrédo do total de parasitos (n=5). ANOVA <0,005. * Diferenca significativa em relacao
ao controle p<0,005. ns = ndo significativo. (B) A supressdo da carga parasitaria foi determinada
através da porcentagem de inibicdo dos parasitos presentes no figado.
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5. Discussao



Infelizmente as doencas tropicais negligenciadas ainda sdao um grave
problema para a saude publica no mundo. Ao todo surgem aproximadamente 1
bilhdo de novos casos por ano associados a esse grupo de patologias (NDJONKA et
al., 2013; WHO, 2017a). Nesse grupo, as leishmanioses se mostram altamente
presentes. Essas sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania.
Presentes em 98 paises, sdo responsaveis por uma incidéncia anual de 1,6 milhdo
de novos casos no qual 350 milhdes de pessoas vivem em local de risco de contrair
a doenca. Devido ao fato de serem consideradas doencas negligenciadas, o0s
individuos mais acometidos sdo os que vivem nas regides mais pobres, com baixo
IDH, caréncia de saneamento basico e em contato préximo com vetores infecciosos.
Dados do Ministério da Saude e da Secretaria de Vigilancia Sanitaria revelam que
h4 a prevaléncia dessa doenca nas regides Nordeste e Norte e, nao
coincidentemente, séo as regides com menores IDH do pais (PNUD, 2016).

Dentre as diversas manifestacbes clinicas que as leishmanioses podem
apresentar, a leishmaniose visceral € a forma mais agressiva da doenca na qual o
individuo acometido certamente vem a O6bito caso ndo receba o diagndstico e
tratamento adequado. Nesse cenario, temos o desprazer de sermos responsaveis
por 95% dos casos de LV das Américas e, juntamente com outros 6 paises,
representamos 90% dos casos registrados de LV ao redor do mundo (ALVAR et al.,
2012; WHO, 2017c).

Desde o advento dos antimoniais pentavalentes na década de 40 que esse
grupo de medicamentos sdo considerados a primeira linha que compde 0 escasso
arsenal terapéutico para as leishmanioses. Outros medicamentos como a
anfotericina B, pentamidina e, mais recentemente, a miltefosina ddo um refor¢co na
clinica para o combate dessas doencas (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Mesmo
com todos os esforcos empenhados na terapia das leishmanioses ainda ha a
necessidade da pesquisa e desenvolvimento de novos compostos eficazes para o
controle dessas patologias, uma vez que o arsenal terapéutico atualmente disponivel
apresentam graves problemas relacionados a alta toxicidade, elevado custo, vias de
administracdo intramuscular ou endovenosas, além de serem registrados em alguns
paises ao redor do mundo o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos de

primeira escolha e falha terapéutica (JAIN; JAIN, 2013).

Nesse intuito, muito tem se discutido sobre novas abordagens e estratégias

para o desenvolvimento de alternativas para o tratamento das leishmanioses. Além
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do incentivo a busca de novas entidades quimicas eficazes no controle dessas
doencas, o estudo de associacdo de farmacos tem se mostrado altamente
promissor. Estudos clinicos em diferentes fases tém sido realizados com sucesso na
combinacao entre farmacos utilizados na clinica para a terapia das leishmanioses. A
exemplo disso pode-se destacar a associacdo da anfotericina B lipossomal com
miltefosina, paramomicina com antimonial pentavalente, paramomicina associada
com miltefosina ou destes com possiveis novas drogas e possiveis substancias que

podem potencializar seu efeito.

Os produtos naturais sdo compostos extraidos de todo o ambiente e
produzidos por uma gama de microrganismos vivos que vao desde bactérias até
fungos e plantas (SCOTTI et al., 2016). Esse grupo de compostos vem recebendo
atencdo devido as mais diversas propriedades farmacolégicas a elas associadas,
sendo um amplo campo para a oportunidade do descobrimento de novos
medicamentos para o tratamentos de doencas parasitarias (KAYSER; KIDERLEN;
CROFT, 2003; NDJONKA et al., 2013).

Nesse campo, os flavonoides vém demonstrando candidatos promissores.
Essa classe de metabdlitos secundarios tem sido amplamente utilizados em estudos
para a terapia de cancer, antibiéticos, antifingicos e antiprotozoarios (HAVSTEEN,
2002; LEHANE; SALIBA, 2008; CZAPLINSKA; CZEPAS; GWOZDZINSKI, 2012). A
epigalocatequina-3-galato (EGCG) € um flavonoide e a principal catequina do cha
verde de Camellia sinensis e varios artigos reforcam o seu potencial terapéutico. Ja
foi descrito que a EGCG pode atuar em diferentes microrganismos protozoarios, em
Babesia microti (ABOULAILA; YOKOYAMA; IGARASHI, 2010), em T. cruzi in vitro e
in vivo (GUIDA et al., 2007) e nos Uultimos anos a EGCG vem sendo alvo de
pesquisa do nosso grupo para o estudo do seu efeito in vitro e em modelo
experimental murino de leishmaniose tegumentar induzida por L. amazonensis ou L.
braziliensis, bem como parte do seu mecanismo de acédo no qual supde-se que esse
composto atue diretamente nos parasitos e desencadeie um aumento nos niveis de
ROS, causando, consequentemente, uma diminuicdo no potencial de membrana
mitocondrial e morte do parasito (INACIO et al., 2012, 2014; INACIO; CANTO-
CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013).

Contudo, a causa do aumento nos niveis de ROS ainda nao esta
completamente claro. Somado a isso, devido a preconizacdo da Organizacao

Mundial da Saude em combater a forma mais grave da leishmaniose, esse trabalho
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teve como objetivo elucidar o mecanismo de acdo da EGCG buscando identificar a
causa para o acumulo de ROS e demonstrar o efeito da associacdo da EGCG com
farmacos utilizados na clinica para o combate das leishmanioses, bem como estudar

o seu efeito in vivo em modelo experimental de leishmaniose visceral murina.

Para dar inicio ao estudo da EGCG em associacdo com o0s farmacos
utilizados na clinica no combate as leishmanioses, avaliamos o efeito direto da
EGCG, miltefosina e anfotericina B em promastigotas de L. infantum. Apos
incubarmos o0s parasitos por 72 horas a viabilidade celular foi quantificada por
resazurina. Os 3 compostos foram eficazes na inibicdo dos parasitos. Os valores de
ICs0 para a EGCG foi de 162uM. Dados anteriores do nosso grupo demonstraram
gue em promastigotas de L. braziliensis a EGCG demonstrou um ICso de 278uM
(INACIO et al., 2014), j& em L. amazonensis foi calculado um valor de ICso em 120
horas foi 63uM (INACIO et al., 2012), revelando o amplo espectro de acdo da EGCG
por atuar em diferentes espécies do género Leishmania. Os valores de ICso para
miltefosina e anfotericina B foram 6,4uM e 0,8uM, respectivamente e ICg 262,5uM
para EGCG, 14puM para miltefosina e 1,07uM para anfotericina B (Figura 4.1 e
Tabela 4.1). Esses valores estdo proximos ao encontrados em 2014 por Trinconi e
colaboradores que estimaram valores de ICso de 19,9uM e 118,5nM para miltefosina
e anfotericina B, respectivamente, em promastigotas de L. amazonensis (TRINCONI
et al., 2014). O baixo ICso da anfotericina B também corrobora com os relatos na
literatura que a descreve como o farmaco mais potente disponivel comercialmente
para o combate das leishmanioses (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Sendo reconhecido o efeito direto dos farmacos em promastigotas de L.
infantum seguindo o protocolo estabelecido em nosso bioensaio, damos
continuidade ao nosso estudo avaliando o efeito da combinacdo da EGCG com
miltefosina ou anfotericina B. O emprego da terapia combinada vem sendo utilizada
com sucesso em diversos estudos ja na fase clinica (Tabela 1.4). Além disso,
diferentes esquemas terapéuticos atualmente sdo baseados na combinacdo de
farmacos, como, por exemplo, nos antibiéticos e na quimioterapia retroviral. Essa
estratégia apresenta as mais variadas vantagens quando comparada a monoterapia.
A associacdo de compostos pode diminuir as chances do desenvolvimento de
resisténcia, diminuir a toxicidade e diminuir os custos do tratamento (FITZGERALD
et al., 2006; KARJALAINEN; REPASKY, 2016).
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A metodologia utilizada para a determinacao do efeito entre a EGCG com a
miltefosina ou anfotericina B foi baseada no protocolo estabelecido por Fivelman e
colaboradores (FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004). Resumidamente, a
associacdo é estudada através do preparo de diferentes proporcdes entre o0s
farmacos (no nosso caso, EGCG + miltefosina, ou EGCG + anfotericina B). indo de
5:0 (isso &, 5 partes de EGCG e 0 parte de miltefosina ou anfotericina B), 4:1, 3:2,
2:3, 1:4 até 0:5. Para cada farmaco foi definido a concentragdo maxima de 1mM
para EGCG, 100uM para miltefosina e 1,25uM para anfotericina B. Dessa forma, a
propor¢cdo de 5:0 corresponde a 1mM de EGCG, 4:1 corresponde a 800uM de
EGCG mais 20uM de miltefosina ou 0,25uM de anfotericina B, 3:2 corresponde a
600uM de EGCG mais 40uM de miltefosina ou 0,5uM de anfotericina B, 2:3
corresponde a 400pM de EGCG mais 60uM de miltefosina ou 0,75uM de
anfotericina B, 1:4 corresponde a 200uM de EGCG ou 80uM de miltefosina ou 1uM
de anfotericina B e, por fim, 0:5 corresponde ao farmaco da combinacdo sozinho,

100uM de miltefosina ou 1,25uM de anfotericina B.

Para cada proporg¢éao foi realizada uma diluicdo seriada, dessa forma pode-se

calcular o valor de ICs0 e IC9 para cada farmaco sozinho ou associado. Uma vez

IC50 ou IC90 de A+B)

determinado os valores de ICs, utilizamos a equacéo ), FICI =(
IC50 ou IC90 de A

(ICSO ouIC90 B+A

) para determinar o somatorio do indice de Concentracéo Inibitoria
IC50 ou IC90 de B

Fracional (FICI), que nada mais é do que a razao entre o ICso ou ICo do farmaco
associado e o ICso ou ICg do farmaco sozinho. Realizada essa etapa, é calculada a
média dos valores de FICI de cada combinacdo e gerado a média desses valores.
Para valores da X2FIC < 0,5; aditiva para valores > 5 - 4 e antag0nica para valores >
4 como recomendado por Odds (ODDS, 2003).

ApGs realizarmos todas essas analises chegamos aos valores da XZFIClso e
XZFIClgo de 1,30 e 1,23 para a associacdo da EGCG com a miltefosina (Tabela
4.2Tabela 4.2 e Tabela 4.3; Figura 4.2 e Figura 4.3) e X2FIClso e XZFIClgo de 1,00 e
1,04 para a associacdo da EGCG com anfotericina B (Tabela 4.4 e Tabela 4.5;
Figura 4.4 e Figura 4.5). Esses valores indicam que a combinagédo da EGCG com
miltefosina ou anfotericina B € do tipo aditiva, no qual o efeito dos farmacos

associados é a soma do efeito dos farmacos sozinhos.

A terapia combinada vem sendo estudada e aplicada em diferentes espécies

do género Leishmania e em diferentes modelos in vivo. Trinconi e colaboradores
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descreveram um efeito aditivo para a combinagao entre o tamoxifeno e anfotericina
B em amastigota e promastigota de L. amazonensis (TRINCONI et al., 2014).
Semelhantemente, Mesquita e colaboradores relataram um efeito aditivo em
amastigota intracelular de L. infantum com a combinacdo da nitazoxanida com
anfotericina B, ou glucantime, ou miltefosina, ou sitamaquina (MESQUITA,
TEMPONE; REIMAO, 2014). Seifert e Croft demonstraram um efeito aditivo em
amastigota intracelular de L. donovani e no efeito in vivo na combinacdo entre a
miltefosina e anfotericina b, ou sitamaquina, ou paromomicina, ou estibogluconato
de sédio (SEIFERT; CROFT, 2006). Anos depois, o estudo da associacdo entre a
miltefosina e anfotericina B lipossomal, ou paromomicina foi realizado em etapas
clinicas. Sundar e colaboradores realizaram teste clinicos de fase 3 na india
utilizando a estratégia terapéutica da combinagdo entre miltefosina e anfotericina B
lipossomal ou paromomicina. J& Omollo em 2011 relatou o efeito da associagéo
entre a miltefosina e anfotericina B lipossomal em pacientes com leishmaniose
visceral no Quénia e no Sudao (OMOLLO et al., 2011). Dessa forma, interacfes que
se mostraram aditivas em estudos in vitro demonstraram ser promissoras para 0 uso

na clinica e auxiliar no combate as leishmanioses.

Nas etapas de desenvolvimento de um farmaco é necessario que haja a
compreensao do seu mecanismo de agdo. Nesse contexto, os flavonoides séo
conhecidos por apresentarem um alto potencial antioxidante, estando associadas no
combate de doencas cardiovasculares e cancer. Essa propriedade esta relacionada
com a indicacdo de consumo diario principalmente de frutas e outros vegetais
(HAVSTEEN, 2002). Por outro lado, ja foi demonstrada a producdo de ROS em
células de cancer tratadas com flavonoides, como a quercetina, apigenina e EGCG
(LI et al., 2009; DAS et al.,, 2012; BISHAYEE et al., 2013), assim como ja foi
demonstrada a producdo de ROS em L. amazonensis tratadas com quercetina
(FONSECA-SILVA et al., 2011, 2013) e apigenina (FONSECA-SILVA et al., 2016).

A EGCG pode apresentar efeito pro-oxidante ou antioxidante. O que
determina esse fato € o ambiente e a concentragdo do composto (YANG et al., 2004,
HE et al., 2013). A producédo de H20: ja foi observada em células beta do pancreas
tratadas com EGCG (SUH et al.,, 2010) e em L. amazonensis e L. braziliensis
(INACIO; CANTO-CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013; INACIO et al., 2014).
Sendo assim, investigamos a producédo de H202 em promastigotas de L. infantum

tratadas por 72 horas com EGCG utilizando a sonda AmplexRed para quantificar
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esse acumulo. Os nossos resultados corroboram aos dados na literatura, uma vez
que a EGCG aumentou significativamente de maneira dose dependente o acumulo
de H202 no interior desses parasitos (Figura 4.6A) apresentando uma correlacao

linear com a inibicdo de promastigotas (Figura 4.6B).

E amplamente descrito na literatura que compostos que atuam elevando os
niveis de ROS podem desencadear uma diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial (AWm) como decorréncia dos danos oxidativos gerados no interior da
célula. Dessa forma, investigamos o0 AWm em promastigotas tratadas com EGCG.
Conforme relatado na Figura 4.7, foi observado uma diminuicdo dose dependente no
AWm de aproximadamente 86% na maior concentragdo de EGCG em relacdo ao
controle ndo tratado. Em promastigotas de L. amazonensis o tratamento com EGCG
induziu alteracbes drasticas em diferentes organelas celulares, tais como
desorganizacdo mitocondrial e a presenca de vacuolos, além da diminuicdo do
potencial mitocondrial (INACIO et al., 2012). A mitocbndria dos parasitos
pertencentes a familia Tripanosomatidae tem se mostrado um excelente alvo
farmacolégico na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos que atuem
no combate as leishmanioses, uma vez que esses protozoarios apresentam uma
Gnica organela responsavel pela producédo de ATP através da fosforilagdo oxidativa
(FIDALGO; GILLE, 2011). Sendo assim, alteragdbes como a diminuigdo do AWm
desencadeia uma série de eventos bioquimicos e celulares que culminam na morte

do parasito.

Uma vez que o parasito se encontra com o AWm alterado ha,
consequentemente, uma diminuicdo no gradiente eletroquimico dessa organela.
Esses processos levaram a uma diminuicdo significativa nos niveis de ATP
intracelular em promastigotas de L. infantum tratadas com EGCG (Figura 4.8). Em
decorréncia de todo esse processo, 0 parasito pode entrar em processo de morte
celular programada por autofagia ou apoptose, uma vez que essas alteracOes

disparam diferentes cascatas de sinalizacdo de morte celular.

Ribeiro e colaboradores demonstraram alteracbes mitocondriais causadas
pelo acumulo de ROS em promastigotas de L. amazonensis induzidas pela LQB-118
levaram esses parasitos a uma morte por apoptose com decorrente liberagdo do
citocromo C, fragmentacdo do DNA e alteragcdes morfologicas (RIBEIRO et al.,
2013).
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Por outro lado, alteragbes mitocondriais, fragmentagédo do DNA, aumento dos
niveis de ROS mitocondrial, alteracdes ultraestruturais e formacdo de
autofagolisossomos em T. cruzi apés o tratamento com naftoquininas triazélicas
levaram Fernandes e colaboradores a sugerirem a participagdo de processos
autofagicos nesses parasitos (FERNANDES et al., 2012).

Em suma, cada mecanismo de morte apresenta caracteristicas distintas que
as diferem entre si. Na necrose observam-se alteragdes na membrana celular do
parasito, culminando na perda do contetudo intracelular e consequentemente,
gerando uma resposta inflamatéria. Na apoptose é observada, dentre outras
caracteristicas, a fragmentacdo do DNA, alteracdo no ciclo celular e diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial. A autofagia € um tipo de morte celular onde
ocorre a vacuolizacdo da célula pelo autofagossomo, levando a degradacdo do
conteudo celular pela acdo de hidrolase lisossomal, além de compartilhar algumas
caracteristicas com a apoptose (LEIST; JAATTELA, 2001; MAIURI et al., 2007;
GALLUZZI; KEPP; KROEMER, 2012). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios
a fim de comprovar o tipo de morte celular de L. infantum apés o tratamento com
EGCG.

Mediante aos dados previamente expostos, sabemos que a EGCG atua
diretamente em diversos parasitos do género Leishmania, gerando um acumulo de
ROS, diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial e diminuicdo nos niveis de
ATP intracelular. Dessa forma, buscamos entender qual seria 0 mecanismo que
seria responsavel pelo acimulo de ROS nesses parasitos. Espécies reativas de
oxigénio sdo moléculas que possuem elétrons desemparelhados em sua Ultima
camada eletrénica o que as tornam altamente reativas. Em niveis normais, esses
radicais desempenham importantes papéis biolégicos, por outro lado o seu excesso
pode gerar uma variedade de patologias que podem, inclusive, levar a morte
(BRIEGER et al., 2012).

Os tripanosomatideos possuem um sistema de defesa antioxidante
responsavel pela detoxificacdo de radicais livres. A manutencdo de um ambiente
intracelular adequado, com a reducdo de dissulfetos e a neutralizagcdo de
hidroperoxidos ocorre através de uma troca nao enzimatica tiol-dissulfeto com a
tripanotiona (FAIRLAMB; HENDERSON; CERAMI, 1989; KRAUTH-SIEGEL,;
COMINI, 2008). Nos parasitos, o desbalan¢co redox pode induzir um aumento nos

niveis de ROS que possui uma grande capacidade de gerar danos celulares
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diretamente nas proteinas, DNA e lipidios de membrana. Dessa forma, investigamos
se a EGCG poderia estar inibindo a enzima chave do balanco redox desses

parasitos.

A Figura 4.9 demonstra a atividade enziméatica da fracdo soluvel de
promastigotas de L. infantum incubadas juntamente com concentracfes crescentes
de EGCG. Podemos observar a capacidade desse composto em inibir com sucesso
essa enzima, demonstrando um valor de Ki de 511uM. Como controle positivo dessa
reacao utilizamos a clomipramina, um antidepressivo que demonstrou ser eficiente
em interagir com essa enzima por meio de uma inibicdo competitiva (BENSON et al.,
1992; RICHARDSON et al., 2009).

A relacdo entre a diminuicdo da atividade da TR com a producdo de ROS 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
nas trés formas evolutivas do parasito, demonstrados pelo aumento nos niveis de
ROS e diminuicdo da atividade da TR (LAZARIN-BIDOIA et al., 2013). Além disso,
diversos trabalhos relatam a inibicdo da TR como sendo a principal causa da morte
de protozoarios membros da familia Tripanosomatidae (DUMAS et al.,, 1997,
CASTRO-PINTO et al.,, 2004; BAIOCCO et al.,, 2011, 2013; RODRIGUES et al.,
2012).

A fim de corroborar a participacdo da TR no mecanismo de acdo molecular
(SWINNEY; ANTHONY, 2011), realizamos um estudo de docking para avaliar a
interacdo da EGCG diretamente na enzima TR. O estudo foi calculado sob duas
perspectivas: a interacdo da EGCG no sitio ativo de ligacdo do substrato e na
interacdo da EGCG no dominio do cofator NADPH (Figura 4.10).

As primeiras analises foram realizadas com a tripanotiona reduzida presente
na estrutura 4ADW no sitio ativo da TR na auséncia do substrato, com a finalidade
realizar um redocking para a validacdo dos céalculos. Conforme esperado, os valores
energia livre dessa interacdo foram bastante elevados (AG > 0,41kcal/mol) devido
ao fato do calculo simular a interagdo com o produto da reacdo enzimatica da TR
(Figura 4.11).

Ja o estudo do redocking realizado com o NADPH retirado da estrutura 4ADW
demonstrou ser eficiente para a parametrizacdo das cargas e assinalamento dos

aminoacidos utilizados na etapa de normalizacdo das estruturas. O calculo do
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redocking revelou uma conformacgdo estrutural bastante semelhante a estrutura
cristalografada do 4ADW com um valor de RMS de 1,94A, AG -6,21 kcal/mol e Ki
estimado de 28,22uM (Figura 4.12A). Nossas analises demonstraram a participacao
diferentes aminoacidos participantes da interacdo entre o cofator e a enzima. Os
residuos Try221, Arg222 e Arg228 participam no reconhecimento entre o NADPH e
a TR, ja os residuos Arg222 e Tryl98 auxiliam nas alteragcbes conformacionais
decorrentes dessa reacdo enquanto que a Met333 interage com o NADPH
(BAIOCCO et al., 2009). Com excec¢ao do residuo Tryl198, o célculo do redocking

demonstrou interagdes com todos esses aminoacidos descritos (Figura 4.12B).

Uma vez que a interacdo entre a tripanotiona reduzida e a TR mostrou-se
desfavoravel, utilizamos a tripanotiona oxidada como substituinte nos calculos. O
fato desse ligante ser o substrato da TR demonstrou uma maior interagdo com o
sitio catalitico dessa enzima quando comparada com o produto — tripanotiona
reduzida. Conforme esperado, a tripanotiona oxidada interagiu com o sitio ativo da
TR e demonstrou dois grupos de conformacdes relevantes (Figura 4.13). A
conformacdo de menor energia demonstrou uma interagdo mais favoravel com
menor valor de Ki estimado (AG -5,84kcal/mol e Ki 52,44uM). Por outro lado, a
estrutura de maior prevaléncia exibiu 55 repeticdes com valores de AG -3,68kcal/mol
e Ki 2,10mM. (Tabela 4.6). A variacao de repeticbes entre a conformacao de menor
energia e 0 de maior prevaléncia deve-se ao fato dessa molécula possuir um
elevado peso molecular (721,846g/mol) e uma estrutura complexa (C27H47N9O10S2),
contribuindo para um elevado numero de pontos de torcdo e, consequentemente,

elevada probabilidade de conformagdes.

A EGCG apresentou uma energia de ligacdo de -6,95kcal/mol e um Ki
estimado de 8,10uM (Tabela 4.6). Esse composto interagiu com os residuos Thr397,
Asn402, His461, Glu466, Ser109’ e Try110’ (Figura 4.14). Dentre os aminoacidos
gue demonstraram interacdo com a EGCG podemos destacar a Serl09 que
participa do movimento de ampliacdo do sitio ativo da TR no reconhecimento do
substrato e a His461’ que é o residuo presente na triade catalitica da TR (HUNTERL
et al.,, 1992). Além dessas interacdes, ha também uma interagdo com 0 grupo
carboxilico da cadeia lateral da Glu466A. Esse aminoacido tem uma natureza
hidrofébica, sendo um importante residuo para a interagdo de compostos (MUTLU,
2013).
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A inibicdo pela clomipramina demonstrou um valor de AG e Ki de -
4,59cal/mol e 435,39uM. Esse composto exibiu interagdo com os aminoacidos
Trp21, Serl09, Tyrl1l0 e Metl113 (Figura 4.15). Com excecdo da Serl09, nossas
analises corroboram dados na literatura que reforcam que o mecanismo molecular
de compostos triciclicos, como € a clomipramina, envolvem a participacdo desses
aminoacidos (COLOTTI et al., 2013).

Em seguida, foi calculada a interagcdo dos compostos no sitio de ligacdo do
NADPH. Os célculos realizados investigando a possibilidade da EGCG interagir com
o sitio do cofator gerou dois grupos de conformacdo, uma com menor energia com
78 repeticbes e outra com maior probabilidade com 135 repeticdes (Figura 4.16 e
Figura 4.17). A estrutura EGCG de menor energia, interagiu com 0s aminoacidos
Lys60, Tyrl98, 11e199, Glu202, Met333 e Ala365. Desses residuos destacamos
Tyrl98 e Met333 por estarem envolvidas no mecanismo de interacdo do NADPH
com a TR (Figura 4.16). A conformacdo da EGCG de maior prevaléncia demonstrou
interacBes com os aminoacidos Gly197, Tyr198, 11e199, Arg228 e Met333. De forma
semelhante a conformacdo de menor energia, a de maior prevaléncia também se
mostrou capaz de interagir com os aminoacidos que participam do mecanismo de
oxidacdo do NADPH, a Tyr198, Arg228 e Met333 (Figura 4.17).

Os dados da andlise da clomipramina no sitio de ligacdo do NADPH
demonstraram a interacdo desse composto com o0s aminoacidos Lys60, Tyrl98,
Leu334 e Ala365. Desses residuos apenas a Tyrl98 esta envolvida diretamente no
mecanismo de reacdo do NADPH, o que pode justificar uma interacdo mais
desfavoravel quando comparada aos calculos com a EGCG nas interagcées no sitio
do cofator (Figura 4.18).

Estudos revelaram a capacidade de algumas estruturas quimicas como
possiveis inibidoras da TR, como é o caso dos compostos triciclicos (FAIRLAMB,;
HENDERSON; CERAMI, 1989; RICHARDSON et al.,, 2009) e do acido galico
(EGER, 2010). Os flavonoides apresentam trés anéis aromaticos como parte de sua
estrutura basica e a EGCG contém um grupo galato ligado ao seu nucleo flavan.
Essas caracteristicas reforcam a hipotese da participacdo da TR como parte do
mecanismo de acdo molecular da EGCG. Dada a possibilidade da interagcdo em
mais de um sitio de ligacdo da enzima, sugerimos que a inibicdo da TR pela EGCG

seja mista.
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Uma vez discutido o efeito da EGCG em promastigotas de L. infantum e o seu
mecanismo de ac¢édo, seguimos adiante na caracterizacdo do potencial terapéutico
desse composto. Recentemente derivados de produtos naturais vém sendo
reconhecidos por suas excelentes propriedades farmacoldgicas. Nesse intuito,
investigamos efeito da EGCG na forma biologica encontrada no interior das células
fagociticas do sistema imunologico dos mamiferos e responsaveis pela manutencéo

da doenca: as amastigotas intracelulares.

Macrofagos peritoneais murinos foram infectados e tratados com diferentes
concentracdes de EGCG por 72 horas. Apés esse periodo o indice de infeccéo, que
faz uma correlacéo entre a porcentagem de macrofagos infectados vezes o niamero
de amastigotas e os macrofagos totais, foi calculado. A EGCG diminuiu o indice de
infeccdo de maneira dose dependente, apresentando um valor de ICso de 3,8uM e
uma inibicdo de aproximadamente 90% na maior concentragdo utilizada (24uM)
(Figura 4.19).

Valores semelhantes foram encontrados em amastigota intracelular de L.
amazonensis (1,6puM) (INACIO; CANTO-CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013)
e L. braziliensis (3,4uM) (INACIO et al., 2014). A discrepancia dos os valores de 1Cso
entre a forma promastigota e amastigota intracelular pode ser explicada por meio de
duas hipoteses. A primeira € que ha relatos de que a eficicia de alguns compostos
pode variar conforme o estagio bioldégico no qual estd sendo realizado o estudo
(SANTOS et al., 2009) ou o macréfago pode acumular elevados niveis de EGCG
aumentando a sua concentracdo no interior do seu vacuolo, semelhantemente ao
tratamento com baixas doses de inibidor de protease de HIV-1 em amastigota

intracelular ser mais potente do que em amastigota axénica (TRUDEL et al., 2008).

A EGCG ainda apresentou um excelente indice de seletividade. Esse indice &
gerado através da razdo entre o CCso (em macréfagos murinos), que foi de 436,3uM
(INACIO; CANTO-CAVALHEIRO; ALMEIDA-AMARAL, 2013), e o ECso (em
amastigota intracelular) que foi de 3,8uM (Figura 4.19). Dessa forma, o valor do
indice de seletividade foi de 114,8. Quando o valor do indice de seletividade é maior
que 10, refor¢ca que a diminuicdo de amastigota intracelular é proveniente de um
efeito direto da droga e ndo um efeito indireto da toxicidade do composto ao
macrofago (PINK et al., 2005).

77



Uma vez demonstrado o mecanismo de acdo da EGCG em promastigotas de
L. infantum podemos extrapolar o mesmo mecanismo para a forma intracelular.
Nossos dados sustentam a hipotese de que a TR seria 0 alvo molecular para
disparar os eventos subsequentes que culminam na morte do parasito. E até o
momento, ndo foram descritas diferengas estruturais entre a TR de promastigota
para a TR de amastigota intracelular. Além disso, em L. braziliensis foi demonstrado
gue promastigotas e amastigota intracelular compartiiham o mesmo mecanismo de
acdo baseado no aumento dos niveis de ROS e, consequentemente, a morte do
parasito (INACIO et al., 2014).

Na busca de um farmaco ideal para o combate das leishmanioses encontram-
se caracteristicas desejaveis, como seguranca, eficacia, possibilidade para a
combina¢do com outros farmacos, facil administracdo, curto esquema terapéutico e
que seja administrado por via oral (CARVALHO; ARRIBAS; FERREIRA, 2000;
SINGH; SIVAKUMAR, 2004; CROFT; OLLIARO, 2011; WHO, 2017a). Outras
caracteristicas para o desenvolvimento de um composto lider para o tratamento da
leishmaniose visceral € demonstrar alta poténcia com ICso menor que 10uM em
amastigota intracelular e apresentar efeito in vivo em modelo experimental de
leishmaniose visceral murina demonstrando uma supressao da carga parasitaria do
figado maior que 70% em um esquema terapéutico de no maximo 5 doses
administrados por via oral 50mg/kg/dia uma ou duas vezes ao dia (KATSUNO et al.,
2015).

Logo, o proximo passo para caracterizar a EGCG como um composto lider
para o tratamento da leishmaniose visceral € avaliar o seu potencial terapéutico in
vivo. Sendo assim, o modelo utilizado para esse estudo foi a infeccdo em
camundongos BALB/c por via intraperitoneal com 2x10° parasitos/100uL de
promastigotas de L. infantum. Esse protocolo tem sido bem estabelecido e garante
uma diferenca significativa da carga parasitaria no figado ja na primeira semana de
infeccdo (DA CUNHA-JUNIOR et al., 2016). Portanto, estabelecemos um esquema
terapéutico seguindo as recomendagfes para o desenvolvimento de um composto

lider.

Apbs 7 dias de infeccdo foi dado inicio ao tratamento durante um periodo de
tempo de apenas 5 dias, no qual um grupo recebeu por via oral duas vezes ao dia a
dose 6,25mg/kg, outro grupo 12,5mg/kg e outro 25mg/kg, atingindo uma dose

maxima de 12,5mg/kg, 25mg/kg e 50mg/kg, respectivamente, por dia. Um outro
78



grupo foi tratado com 50mg Sb°*/kg/dia de antimoniato de meglumina por via
intramuscular. Somente apos permanecerem 18 dias sem nenhum tratamento, os

camundongos foram eutanasiados e a carga parasitaria quantificada.

A EGCG diminuiu significativamente o nUmero de parasitos em 92% na maior
dose administrada (Figura 4.20), demonstrando valores de EDso € EDgoo de 7mg/kg e
9,9mg/kg. O grupo tratado com Sb®* foi capaz de diminuir a carga parasitaria em
aproximadamente 98% em relagdo ao grupo néo tratado, contudo, ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com EGCG (25 mg/kg). Esses
resultados reforcam que a EGCG apresenta as caracteristicas desejaveis para

avancar nas etapas para o desenvolvimento de um farmaco.

Além de demonstrar um excelente perfil no tratamento da leishmaniose
visceral experimental murina a EGCG mostrou um amplo espectro de acéo, atuando
em diferentes espécies de Leishmania sp. Dados anteriores do nosso grupo
revelaram que em outros modelos a EGCG também mostrou ser eficiente em
modelo murino de infeccdo experimental de leishmaniose cutdnea. No modelo
induzido por L. amazonensis camundongos BALB/c foram tratados por 45 dias com
30mg/kg/dia 5 vezes na semana com EGCG por via oral e diminuiu
aproximadamente 95% da carga parasitaria. J& no modelo de L. braziliensis,
camundongos foram tratados com 100mg/kg/dia por 11 dias consecutivos e resultou
em uma reducdo de aproximadamente 92% da carga parasitaria (INACIO et al.,
2014). Vale ressaltar que nenhuma dessas estratégias terapéuticas utilizadas
demonstraram alteracdes nos padrdes de toxicidade renal e hepéatica.

A EGCG néo é unico flavonoide que tem sido estudado para o tratamento das
leishmanioses. Estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que outras
classes de produtos naturais vem atuando de forma promissora para o tratamento
das leishmanioses, como é o exemplo da quercetina (flavonol) (FONSECA-SILVA et
al., 2011, 2013) e apigenina (flavona) (FONSECA-SILVA et al., 2015, 2016). Nossos
dados reforcam o grande potencial dos produtos naturais na busca de novas
terapias para as doencas tropicais negligenciadas e nos estimulam a irmos adiante
no combate dessas patologias. Portanto seguimos gerando conhecimento a respeito
de mecanismos bioquimicos e celulares desses parasitos para que novos alvos e
novas abordagens terapéuticas sejam estimuladas a fim de levar uma melhor

qualidade de vida e um ar de esperanca aos acometidos por essas doencas.
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6. Conclusoes



Em geral, pode-se concluir que a EGCG demonstrou ser um composto
promissor no estudo para o tratamento das leishmanioses por demonstrar um efeito
aditivo com farmacos utilizados atualmente na clinica e pelo seu potente efeito
terapéutico em diferentes modelos experimentais de leishmaniose murina. De
maneira especifica, conclui-se que:

1. A EGCG inibiu a proliferacdo de promastigotas de L. infantum e demonstrou uma
interacdo aditiva com miltefosina e anfotericina B, dois farmacos utilizados para o
tratamento das leishmanioses;

2. O mecanismo de acdo da EGCG envolve o acumulo de ROS, seguido da
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e consequente deplecdo dos
niveis de ATP intracelular;

3. Esses eventos seriam decorrentes da inibicio da TR pela EGCG como
mecanismo de acdo molecular;

4. A EGCG pode se ligar tanto no sitio do substrato como no sitio do cofator,
sugerindo uma inibicdo mista;

5. O efeito terapéutico da EGCG demonstrou caracteristicas desejaveis para um
candidato a farmaco, como: ICso em amastigota intracelular menor que 10uM,
supressdo da carga parasitaria no figado maior que 70% e um curto periodo de
tratamento com no maximo 5 doses de 50mg/kg administrados por via oral uma

ou duas vezes ao dia.

81



/. Bibliografia



ABOULAILA, M.; YOKOYAMA, N.; IGARASHI, I. Inhibitory effects of (-)-
Epigallocatechin-3-gallate from green tea on the growth of Babesia parasites.
Parasitology, v. 137, n. 5, p. 785, 22 abr. 2010.

ADLER, S. Leishmania. Advances in Parasitology, v. 2, p. 35-96, 1964.

ALVAR, J.; VELEZ, I. D.; BERN, C.; HERRERO, M.; DESJEUX, P.; CANO,
J.; JANNIN, J.; DE BOER, M. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its
incidence. PLoS ONE, v. 7, n. 5, 2012.

BAILEY, M. S.; LOCKWOOD, D. N. J. Cutaneous leishmaniasis. Clinics in
Dermatology, v. 25, n. 2, p. 203-211, 2007.

BAIOCCO, P.; COLOTTI, G.; FRANCESCHINI, S.; ILARI, A. Molecular basis
of antimony treatment in Leishmaniasis. Journal of Medicinal Chemistry, v. 52, n.
8, p. 2603-2612, 2009.

BAIOCCO, P.; ILARI, A.; CECI, P.; ORSINI, S.; GRAMICCIA, M.; MUCCIO,
T. Di; COLOTTI, G.; INFETTIVE, M.; IMMUNOMEDIATE, P.; SUPERIORE, I
ELENA, V. R. Inhibitory Effect of Silver Nanoparticles on Trypanothione Reductase.
Molecular Biology, v. 2, p. 230-233, 2011.

BAIOCCO, P.; POCE, G.; ALFONSO, S.; COCOZZA, M.; PORRETTA, G. C;
COLOTTI, G.; BIAVA, M.; MORACA, F.; BOTTA, M.; YARDLEY, V.; FIORILLO, A;
LANTELLA, A.; MALATESTA, F.; ILARI, A. Inhibition of Leishmania infantum
trypanothione reductase by azole-based compounds: A comparative analysis with its
physiological substrate by x-ray crystallography. ChemMedChem, v. 8, n. 7, p.
1175-1183, 2013.

BENSON, T. J.; MCKIE, J. H.; GARFORTH, J.; BORGES, A.; FAIRLAMB, A.
H.; DOUGLAS, K. T. Rationally designed selective inhibitors of trypanothione
reductase. Phenothiazines and related tricyclics as lead structures. Biochemical
Journal, v. 286, n. 1, p. 9-11, 1992.

BERMAN, J. D. Chemotherapy for leishmaniasis: biochemical mechanisms,
clinical efficacy, and future strategies. Reviews of infectious diseases, v. 10, n. 3,
p. 560-586, 1988.

BERMAN, J. D. Treatment of leishmaniasis with miltefosine: 2008 status.

Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology, v. 4, n. 9, p. 1209-1216, 2008.

BHATTACHARYYA, A. K. Classics in Indian medicine. The National
83



medical journal of India, v. 7, n. 4, p. 196-202, 1994.

BISHAYEE, K.; GHOSH, S.; MUKHERJEE, A.; SADHUKHAN, R.; MONDAL,
J.; KHUDA-BUKHSH, A. R. Quercetin induces cytochrome-c release and ROS
accumulation to promote apoptosis and arrest the cell cycle in G2/M, In cervical
carcinoma: Signal cascade and drug-DNA interaction. Cell Proliferation, v. 46, n. 2,
p. 153-163, 2013.

BITTENCOURT, A. L.; COSTA, J. M. L.; CARVALHO, E. M.; BARRAL, A.
Leishmaniasis Recidiva Cutis in American Cutaneous Leishmaniasis. International
Journal of Dermatology, v. 32, n. 11, p. 802-805, 1993.

BLAS, E.; CHITSULO, L.; PHILIPPE, M. P.; ENGERS, H. D.; JANE, F.;
KAYONDO, K.; KIOY, D. W.; KUMARASWAMI, V.; LAZDINS, J. K.; PAUL, P
ODUOLA, A.; RIDLEY, R. G.; TOURE, Y. T.; ZICKER, F.; MOREL, C. M. Strategic
emphases for tropical diseases research: a TDR perspective. v. 18, n. 10, p. 421—
426, 2002.

BRIEGER, K.; SCHIAVONE, S.; MILLER, J.; KRAUSE, K. Reactive oxygen
species: from health to disease. Swiss Medical Weekly, v. 142, p. 1-14, 2012.

CARVALHO, P.; ARRIBAS, M.; FERREIRA, E. Leishmaniasis. What do we
know about its chemotherapy? Braz. J. Pharm. Sci., v. 36, p. 69-96, mar. 2000.

CASTRO-PINTO, D. B.; ECHEVARRIA, A.; GENESTRA, M. S.; CYSNE-
FINKELSTEIN, L.; LEON, L. L. Trypanothione reductase activity prominent in
metacyclic promastigotes and axenic amastigotes of Leishmania amazonesis.
Evaluation of its potential as a therapeutic target. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, v. 19, n. 1, p. 57-63, 2004.

CHANG, K. Cellular and molecular mechanisms of intracellular symbiosis in
leishmaniasis. International review of cytology, v. 14, p. 267-305, 1983.

CHANG, K.; FONG, D. Cell biology of host-parasite membrane interactions in
leishmaniasis. Ciba Foundation Symposium, v. 99, p. 113-137, 1983.

CHATELAIN, E.; IOSET, J. R. Drug discovery and development for neglected
diseases: The DNDi model. Drug Design, Development and Therapy, n. 5, p. 175—
181, 2011.

CHULAY, J. D.; FLECKENSTEIN, L.; SMITH, D. H. Pharmacokinetics of
antimony during treatment of visceral leishmaniasis with sodium stibogluconate or
84



meglumine antimoniate. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, v. 82, p. 69-72, 1988.

COLOTTI, G.; BAIOCCO, P.; FIORILLO, A.; BOFFI, A.; POSER, E.;
CHIARO, F. Di; ILARI, A. Structural insights into the enzymes of the trypanothione
pathway: targets for antileishmaniasis drugs. Future medicinal chemistry, v. 5, n.
15, p. 1861-1875, 2013.

COLOTTI, G.; ILARI, A. Polyamine metabolism in Leishmania: From arginine
to trypanothione. Amino Acids, v. 40, p. 269-285, 2011.

COSTA, J. M. L. O uso Clinico das Pentamidinas com Especial Referéncia

nas Leishmanioses. Acta Amazonica, v. 23, n. 2-3, p. 163-172, 1993.

CROFT, S. L.; OLLIARO, P. Leishmaniasis chemotherapy — challenges and
opportunities. Clinical Microbiology and Infection, v. 17, p. 1478-1483, 2011.

CZAPLINSKA, M.; CZEPAS, J.; GWOZDZINSKI, K. Structure, antioxidative
and anticancer properties of flavonoids. Postepy Biochem, v. 58, n. 3, p. 235-244,
2012.

DA CUNHA-JUNIOR, E. F.; MARTINS, T. M.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.;
MARQUES, P. R.; PORTARI, E. A.; COELHO, M. G. P.; NETTO, C. D.; COSTA, P.
R. R.; SABINO, K. C. de C.; TORRES-SANTOS, E. C. Preclinical studies of LQB-
118: subacute toxicity and therapeutic evaluation in experimental visceral
leishmaniasis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 60, n. 6, p. 3794—
3801, 2016.

DAS, S.; DAS, J.; SAMADDER, A.; BOUJEDAINI, N.; KHUDA-BUKHSH, A.
R. Apigenin-induced apoptosis in A375 and A549 cells through selective action and
dysfunction of mitochondria. Experimental Biology and Medicine, v. 237, p. 1433—
1448, 2012.

DAVID, C.; CRAFT, N. Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis.
Dermatologic Therapy, v. 22, n. 6, p. 491-502, 2009.

DESJEUX, P. Leishmaniasis: Current situation and new perspectives.
Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases, v. 27, n. 5, p.
305-318, 2004.

DIMASI, J. A.; GRABOWSKI, H. G.; VERNON, J. R&D Costs, Innovative
Output and Firm Size in the Pharmaceutical Industry. International Journal of the
85



Economics of Business, v. 2, n. 2, p. 201-219, 1995.

DOLINSKY, T. J.; NIELSEN, J. E.;; MCCAMMON, J. A.; BAKER, N. A
PDB2PQR: An automated pipeline for the setup of Poisson-Boltzmann electrostatics
calculations. Nucleic Acids Research, v. 32, p. 665-667, 2004.

DORLO, T. P. C.; BALASEGARAM, M.; BEIJNEN, J. H.; DE VRIES, P. J.
Miltefosine: a review of its pharmacology and therapeutic efficacy in the treatment of
leishmaniasis. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 67, n. 11, p. 2576-2597,
2012.

DUMAS, C.; OUELLETTE, M.; TOVAR, J.; CUNNINGHAM, M. L,
FAIRLAMB, A. H.; TAMAR, S.; OLIVIER, M.; PAPADOPOULOU, B. Disruption of the
trypanothione reductase gene of Leishmania decreases its ability to survive oxidative
stress in macrophages. EMBO Journal, v. 16, n. 10, p. 2590-2598, 1997.

EGER, I. Potencial quimioterapéutico de diferentes derivados do acido
gélico para o tratamento da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi: avaliacdo in
vitro e in vivo. 2010. UFSC [Tese de doutorado], 2010.

EL-ON, J. Current status and perspectives of the immunotherapy of
leishmaniasis. Israel Medical Association Journal, v. 11, n. 10, p. 623-628, 2009.

FAIRLAMB, A. H. Future prospects for the chemotherapy of human
trypanosomiasis. 1. Novel approaches to the chemotherapy of trypanosomiasis.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 84, p.
613-617, 1990a.

FAIRLAMB, A. H. Trypanothione metabolism and rational approaches to drug
design. Biochemical Society Transactions, v. 18, n. 5, p. 717-720, 1990b.

FAIRLAMB, A. H.; CERAMI, A. Identification of a novel, thiol-containing co-
factor essential for glutathione reductase enzyme activity in trypanosomatids.
Molecular and Biochemical Parasitology, v. 14, n. 2, p. 187-198, 1985.

FAIRLAMB, A. H.; CERAMI, A. Metabolism and functions of trypanothione in
the Kinetoplastida. Annual Review of Microbiology, v. 46, p. 695-729, 1992.

FAIRLAMB, A. H.; HENDERSON, G. B.; CERAMI, A. Trypanothione is the
primary target for arsenical drugs against African trypanosomes. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 86, n. 8, p.
2607-2611, 1989.

86



FERNANDES, M. C.; DA SILVA, E. N.; PINTO, A. V.; DE CASTRO, S. L,;
MENNA-BARRETO, R. F. S. A novel triazolic naphthofuranquinone induces
autophagy in reservosomes and impairment of mitosis in Trypanosoma cruzi.
Parasitology, v. 139, n. 1, p. 26-36, 2012.

FIDALGO, L. M.; GILLE, L. Mitochondria and trypanosomatids: Targets and
drugs. Pharmaceutical Research, v. 28, n. 11, p. 2758-2770, 2011.

FITZGERALD, J. B.; SCHOEBERL, B.; NIELSEN, U. B.; SORGER, P. K.
Systems biology and combination therapy in the quest for clinical efficacy. Nature
Chemical Biology, v. 2, n. 9, p. 458-466, 2006.

FIVELMAN, Q. L.; ADAGU, I. S.; WARHURST, D. C. Modified fixed-ratio
isobologram method for studying in vitro interactions between atovaquone and
proguanil or dihydroartemisinin against drug-resistant strains of Plasmodium
falciparum. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 48, n. 11, p. 4097-4102,
2004.

FONSECA-SILVA, F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; MENNA-BARRETO, R.
F. S.; ALMEIDA-AMARAL, E. E. Effect of Apigenin on Leishmania amazonensis Is
Associated with Reactive Oxygen Species Production Followed by Mitochondrial
Dysfunction. Journal of Natural Products, v. 78, n. 4, p. 880-884, 2015.

FONSECA-SILVA, F.; INACIO, J. D. F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.;
ALMEIDA-AMARAL, E. E. Reactive oxygen species production and mitochondrial
dysfunction contribute to quercetin induced death in Leishmania amazonensis. PLoS
ONE, v. 6, n. 2, 2011.

FONSECA-SILVA, F.; INACIO, J. D. F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.;
ALMEIDA-AMARAL, E. E. Reactive oxygen species production by quercetin causes
the death of Leishmania amazonensis intracellular amastigotes. J. Nat. Prod., v. 76,
p. 1505-1508, 2013.

FONSECA-SILVA, F.; INACIO, J. D. F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M,
MENNA-BARRETO, R. F. S.; ALMEIDA-AMARAL, E. E. Oral Efficacy of Apigenin
against Cutaneous Leishmaniasis: Involvement of Reactive Oxygen Species and
Autophagy as a Mechanism of Action. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n.
2, p. 1-16, 2016.

GALLUZZI, L.; KEPP, O.; KROEMER, G. Mitochondria: master regulators of

87



danger signalling. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 13, n. 12, p. 780—
788, 2012.

GASSER, R. A.; MAGILL, A. J.; OSTER, C. N.; FRANKE, E. D.; GROGL, M.;
BERMAN, J. D. Pancreatitis induced by pentavalent antimonial agents during
treatment of leishmaniasis. Clinical Infectious Diseases, v. 18, n. 1, p. 83-90,
1994.

GHORBANI, M.; FARHOUDI, R. Leishmaniasis in humans: Drug or vaccine
therapy? Drug Design, Development and Therapy, v. 12, p. 25-40, 2018.

GILBERT, I. H. Drug Discovery for Neglected Diseases: Molecular Target-
Based and Phenotypic Approaches. Journal of medicinal chemistry, v. 56, p.
7719-7726, 2013.

GLEW, R. H.; SAHA, A. K,; DAS, S.; REMALEY, a T. Biochemistry of the
Leishmania species. Microbiological reviews, v. 52, n. 4, p. 412-432, 1988.

GOODWIN, L. G. Pentostam® (sodium stibogluconate); a 50-year personal
reminiscence. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 89, n. 3, p. 339-341, 1995.

GOTO, H.; LAULETTA LINDOSO, J. A. Cutaneous and Mucocutaneous
Leishmaniasis. Infectious Disease Clinics of North America, v. 26, n. 2, p. 293—
307, 2012.

GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L. Current diagnosis and treatment of cutaneous
and mucocutaneous leishmaniasis. Expert Review of Anti-Infective Therapy, v. 8,
n. 4, p. 419-433, 2010.

GOTO, H.; LINDOSO, J. A. L. Cutaneous and Mucocutaneous
Leishmaniasis. Infectious Disease Clinics of North America, v. 26, n. 2, p. 293—
307, 2012.

GUIDA, M. C.; ESTEVA, M. |.; CAMINO, A.; FLAWIA, M. M.; TORRES, H.
N.; PAVETO, C. Trypanosoma cruzi: In vitro and in vivo antiproliferative effects of
epigallocatechin gallate (EGCg). Experimental Parasitology, v. 117, n. 2, p. 188—
194, 2007.

HAMILTON, C. J.; SARAVANAMUTHU, A.; EGGLESTON, I. M.; FAIRLAMB,

A. H. Ellman’s-reagent-mediated regeneration of trypanothione in situ: substrate-
economical microplate and time-dependent inhibition assays for trypanothione
88



reductase. Biochemical Journal, v. 369, n. 3, p. 529-537, 2003.

HAVSTEEN, B. H. The biochemistry and medical significance of the
flavonoids. Pharmacology and Therapeutics, v. 96, n. 2-3, p. 67—-202, 2002.

HE, L.; ZHANG, E.; SHI, J.; LI, X.; ZHOU, K.; ZHANG, Q.; LE, A. D.; TANG,
X. (-)-Epigallocatechin-3-gallate inhibits human papillomavirus (HPV)-16 oncoprotein-
induced angiogenesis in non-small cell lung cancer cells by targeting HIF-1a. Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, v. 71, n. 3, p. 713-725, 2013.

HENDERSON, G. B.; FAIRLAMB, A. H. Trypanothione metabolism: a
chemotherapeutic target in trypanosomatids. Parasitology Today, v. 3, n. 10, p.
312-315, 1987.

HOENSCH, H.; OERTEL, R. Anti-inflammatorische Wirkungen der Tee-
Flavonoide. Deutsche Medizinische Wochenschrift, v. 137, n. 51-52, p. 2738-
2740, 2012.

HUNTERL, W. N.; BAILEY, S.; HABASH, J.; HARROPL, S. J.; HELLIWEH,
J. R.; ABOAGYE-KWARTENGJ, T.; SMITH, K.; FAIRLAMB, A. H.; AUGUST, I.
Active Site of Trypanothione A Target for Rational Reductase Drug Design. J. Mol.
Biol., v. 227, n. 1, p. 322-333, 1992.

ILARI, A.; FIORILLO, A.; GENOVESE, |.; COLOTTI, G. An update on
structural insights into the enzymes of the polyamine-trypanothione pathway: targets
for new drugs against leishmaniasis. Future Medicinal Chemistry, v. 9, n. 1, p. 61—
77, 2017.

INACIO, J. D. F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; ALMEIDA-AMARAL, E. E.
In vitro and in vivo effects of (-)-epigallocatechin 3-O-gallate on Leishmania

amazonensis. Journal of natural products, v. 76, n. 10, p. 1993-1996, 2013.

INACIO, J. D. F.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; RUBEM, R. F.; ALMEIDA-
AMARAL, E. E. Mitochondrial damage contribute to epigallocatechin-3-gallate
induced death in Leishmania amazonensis. Experimental Parasitology, v. 132, n.
2, p. 151-155, 2012.

INACIO, J. D. F.; GERVAZONI, L.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; ALMEIDA-
AMARAL, E. E. The Effect of (-)-Epigallocatechin 3-O - Gallate In Vitro and In Vivo in
Leishmania braziliensis: Involvement of Reactive Oxygen Species as a Mechanism

of Action. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 8, n. 8, 2014,
89



IRIGOIN, F.; CIBILS, L.; COMINI, M. A.; WILKINSON, S. R.; FLOHE, L.;
RADI, R. Insights into the redox biology of Trypanosoma cruzi: Trypanothione
metabolism and oxidant detoxification. Free Radical Biology and Medicine, v. 45,
n. 6, p. 733-742, 2008.

JAIN, K.; JAIN, N. K. Novel therapeutic strategies for treatment of visceral
leishmaniasis. Drug Discovery Today, v. 18, n. 23-24, p. 1272-1281, 2013.

KARJALAINEN, E.; REPASKY, G. A. Molecular Changes During Acute
Myeloid Leukemia (AML) Evolution and Identification of Novel Treatment Strategies
Through Molecular Stratification. Progress in Molecular Biology and Translational
Science, v. 144, p. 383-436, 2016.

KATSUNO, K.; BURROWS, J. N.; DUNCAN, K.; VAN HUIJSDUIJNEN, R.
H.; KANEKO, T.; KITA, K.; MOWBRAY, C. E.; SCHMATZ, D.; WARNER, P,
SLINGSBY, B. T. Hit and lead criteria in drug discovery for infectious diseases of the

developing world. Nature Reviews Drug Discovery, v. 14, n. 11, p. 751-758, 2015.

KAYSER, O.; KIDERLEN, A. F.; CROFT, S. L. Natural products as
antiparasitic drugs. Parasitology Research, v. 90, p. 55-62, 2003.

KEVRIC, I.; CAPPEL, M. A.; KEELING, J. H. New World and Old World
Leishmania Infections: A Practical Review. Dermatologic Clinics, v. 33, n. 3, p.
579-593, 2015.

KHAN, N.; AFAQ, F.; SALEEM, M.; AHMAD, N.; MUKHTAR, H. Targeting
multiple signaling pathways by green tea polyphenol (-)-epigallocatechin-3-gallate.
Cancer Research, v. 66, n. 5, p. 2500-2505, 2006.

KILLICK-KENDRICK, R. The biology and control of Phlebotomine sand flies.
Clinics in Dermatology, v. 17, n. 3, p. 279-289, 1999.

KRAUTH-SIEGEL, L.; JACOBY, E.; SCHIRMER, R. H. Trypanothione and
N1-glutathionylspermidine:lsolation and determination. Methods in Enzymology, v.
251, n. 1975, p. 287-294, 1995.

KRAUTH-SIEGEL, R. L.; COMINI, M. A. Redox control in trypanosomatids,
parasitic protozoa with trypanothione-based thiol metabolism. Biochimica et
Biophysica Acta - General Subjects, v. 1780, n. 11, p. 1236-1248, 2008.

LAINSON, R.; SHAW, J.; SILVEIRA, F. Dermal and visceral leishmaniasis
and their causative agents. Transactions of the Royal Society of Tropical
90



Medicine and Hygiene, v. 81, n. 4, p. 702-703, 1987.

LAZARIN-BIDOIA, D.; DESOTI, V. C.; UEDA-NAKAMURA, T.; DIAS FILHO,
B. P.; NAKAMURA, C. V.; SILVA, S. O. Further evidence of the trypanocidal action of
eupomatenoid-5: Confirmation of involvement of reactive oxygen species and
mitochondria owing to a reduction in trypanothione reductase activity. Free Radical
Biology and Medicine, v. 60, p. 17-28, 2013.

LEHANE, A. M.; SALIBA, K. J. Common dietary flavonoids inhibit the growth
of the intraerythrocytic malaria parasite. BMC Research Notes, v. 1, n. 1, p. 26,
2008.

LEID, R.; SUQUET, C.; TANIGOSHI, L. Oxygen Detoxifying Enzymes in
Parasites: A Review. Acta Leiden, v. 57, n. 2, p. 107-114, 1989.

LEISHMAN, W. B. On the possibility of the occurrence of trypanosomiasis in
India. BMJ, v. 2, p. 1252-1254, 21 nov. 1903.

LEIST, M.; JAATTELA, M. Four deaths and a funeral: From caspases to
alternative mechanisms. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 2, n. 8, p. 589—
598, 2001.

LI, W.; NIE, S.; YU, Q.; XIE, M. (-)-Epigallocatechin-3-gallate induces
apoptosis of human hepatoma cells by mitochondrial pathways related to reactive
oxygen species. J Agric Food Chem, v. 57, n. 15, p. 6685-6691, 2009.

LYRA, M. R.; PASSOS, S. R. L.; PIMENTEL, M. I. F.; BEDOYA-PACHECO,
S. J.; VALETE-ROSALINO, C. M.; VASCONCELLOS, E. C. F.; ANTONIO, L. F;
SAHEKI, M. N.; SALGUEIRO, M. M.; SANTOS, G. P. L.; RIBEIRO, M. N,
CONCEICAO-SILVA, F.; MADEIRA, M. F.; SILVA, J. L. N.; FAGUNDES, A;
SCHUBACH, A. O. Pancreatic toxicity as an adverse effect induced by meglumine
antimoniate therapy in a clinical trial for cutaneous leishmaniasis. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 58, n. 68, p. 1-6, 2016.

MAIURI, M. C.; ZALCKVAR, E.; KIMCHI, A.; KROEMER, G. Self-eating and
self-killing: Crosstalk between autophagy and apoptosis. Nature Reviews Molecular
Cell Biology, v. 8, n. 9, p. 741-752, 2007.

MALTEZOU, H. C. Drug resistance in visceral leishmaniasis. Journal of

Biomedicine and Biotechnology, v. 2010, p. 1-8, 2010.

MENNA-BARRETO, R. F. S.; GONCALVES, R. L. S.; COSTA, E. M.; SILVA,
91



R. S. F.; PINTO, A. V.; OLIVEIRA, M. F.; DE CASTRO, S. L. The effects on
Trypanosoma cruzi of novel synthetic naphthoquinones are mediated by
mitochondrial dysfunction. Free Radical Biology and Medicine, v. 47, n. 5, p. 644—
653, 2009.

MERELES, D.; HUNSTEIN, W. Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) for clinical
trials: More Pitfalls than Promises? International Journal of Molecular Sciences, v.
12, n. 9, p. 5592-5603, 2011.

MESQUITA, J. T.; TEMPONE, A. G.; REIMAO, J. Q. Combination therapy
with nitazoxanide and amphotericin B, Glucantime®, miltefosine and sitamaquine
against Leishmania (Leishmania) infantum intracellular amastigotes. Acta Tropica, V.
130, n. 1, p. 112-116, 2014.

MINISTERIO DA AGRICULTURA. Nota técnica ne
11/2016/cpv/dfip/sda/gm/mapa, 2016. : Disponivel em:

<https://www.apipal0.org/images/apipa/downloads/nota-tecnica-milteforan.pdf>.

MINISTERIO DA SAUDE. Manual De Vigilancia Da Leishmaniose
Tegumentar Americana, 2013. .

MINISTERIO DA SAUDE. Manual de Vigilancia e Controle da

Leishmaniose Visceral, 2014. .

MISHRA, J.; SAXENA, A.; SINGH, S. Chemotherapy of Leishmaniasis : Past
, Present and Future. Current Medicinal Chemistry, v. 14, p. 1153-1169, 2007.

MURGOLO, N. J.; CERAMI, A.; HENDERSON, G. B. Biomedical science
and the third world. Under the volcano. Trypanothione reductase. Ann N Y Acad Sci,
v. 569, p. 193-200, 1989.

MUSA, A. M.; KHALIL, E. A. G.; MAHGOUB, F. A. E.; ELGAWI, S. H. H,;
MODABBER, F.; ELKADARU, A. E. M. Y.; ABOUD, M. H.; NOAZIN, S.; GHALIB, H.
W.; EL-HASSAN, A. M. Immunochemotherapy of persistent post-kala-azar dermal
leishmaniasis: a novel approach to treatment. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 102, n. 1, p. 58-63, 2008.

MUTLU, O. Molecular modeling, structural analysis and identification of
ligand binding sites of trypanothione reductase from Leishmania mexicana. v. 50, p.
38-44, 2013.

NDJONKA, D.; RAPADO, L. N.; SILBER, A. M.; LIEBAU, E.; WRENGER, C.
92



Natural products as a source for treating neglected parasitic diseases. International
Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 2, p. 3395-3439, 2013.

NEUBER, H. Leishmaniasis. Journal der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft, v. 6, n. 9, p. 754-765, 2008.

ODDS, F. C. Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between
them. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 52, n. 1, p. 1-1, 2003.

OMOLLO, R.; ALEXANDER, N.; EDWARDS, T.; KHALIL, E. A. G.; YOUNIS,
B. M.; ABUZAID, A. A.; WASUNNA, M.; NJOROGE, N.; KINOTI, D.; KIRIGI, G;
DORLO, T. P. C.; ELLIS, S.; BALASEGARAM, M.; MUSA, A. M. Safety and Efficacy
of miltefosine alone and in combination with sodium stibogluconate and liposomal
amphotericin B for the treatment of primary visceral leishmaniasis in East Africa:

Study protocol for a randomized controlled trial. Trials, v. 12, p. 1-10, 2011.

OSMAN, O. F.; KAGER, P. A.; OSKAM, L. Leishmaniasis in the Sudan: A
literature review with emphasis on clinical aspects. Tropical Medicine and
International Health, v. 5, n. 8, p. 553-562, 2000.

PACE, D. Leishmaniasis. Journal of Infection, v. 69, n. S1, p. S10-S18,
2014.

PAL, C.; BANDYOPADHYAY, U. Redox-Active Antiparasitic Drugs.
Antioxidants & Redox Signaling, v. 17, n. 4, p. 555-582, 2012.

PANDEY, K.; SINHA, P. K.; DAS, V. R.; BIMAL, S.; SINGH, S. K.; DAS, P.
Pharmacotherapeutic options for visceral leishmaniasis - Current scenario. Clinical
Medicine: Pathology, v. 2009, n. 2, p. 1-4, 20009.

PARIS, C.; LOISEAU, P. M.; BORIES, C.; BREARD, J. Miltefosine Induces
Apoptosis-Like Death in Leishmania donovani Promastigotes. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, v. 48, n. 3, p. 852-859, 2004.

PEDRIQUE, B.; STRUB-WOURGAFT, N.; SOME, C.; OLLIARO, P,
TROUILLER, P.; FORD, N.; PECOUL, B.; BRADOL, J. H. The drug and vaccine
landscape for neglected diseases (2000-11): A systematic assessment. The Lancet
Global Health, v. 1, n. 6, p. 371-379, 2013.

PINK, R.; HUDSON, A.; MOURIES, M. A.; BENDIG, M. Opportunities and
challenges in antiparasitic drug discovery. Nature Reviews Drug Discovery, v. 4, n.
9, p. 727-740, 2005.

93



PISCOPO, T. V.; MALLIA, A. C. Leishmaniasis. Postgraduate Medical
Journal, v. 82, n. 972, p. 649-657, 2006.

PNUD. Desenvolvimento humano nas macrorregides brasileiras, 2016. .

POLONIO, T.; EFFERTH, T. Leishmaniasis: Drug resistance and natural
products. International Journal of Molecular Medicine, v. 23, n. 4, p. 521-527,
1998.

PONTE-SUCRE, A.; GAMARRO, F.; DUJARDIN, J.-C.; BARRETT, M. P;
LOPEZ-VELEZ, R.; GARCIA-HERNANDEZ, R.; POUNTAIN, A. W,
MWENECHANYA, R.; PAPADOPOULOU, B. Drug resistance and treatment failure in
leishmaniasis: A 21st century challenge. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 11,
n. 12, p. 1-24, 2017.

RAHMAN, R.; GOYAL, V.; HAQUE, R.; JAMIL, K.; FAIZ, A.; SAMAD, R,
ELLIS, S.; BALASEGARAM, M.; BOER, M. den; RIJAL, S.; STRUB-WOURGAFT, N.;
ALVES, F.; ALVAR, J.; SHARMA, B. Safety and efficacy of short course combination
regimens with AmBisome, miltefosine and paromomycin for the treatment of visceral
leishmaniasis (VL) in Bangladesh. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 5,
p. 1-15, 2017.

REITHINGER, R.; DUJARDIN, J.; LOUZIR, H.; PIRMEZ, C.; ALEXANDER,
B.; BROOKER, S.; WASHINGTON, G.; LEOPOLD, P.; BAILEY, M. S.; LOCKWOOD,
D. N. J. Cutaneous leishmaniasis. Clinics in Dermatology, v. 7, p. 581-596, 2007.

REZENDE, J. Gaspar Vianna, martir da ciéncia e benfeitor da humanidade.
A Sombra Do Platano: Crénicas De Historia Da Medicina [Online], p. 359-362,
20009.

RIBEIRO, G. A.; CUNHA-JUNIOR, E. F.; PINHEIRO, R. O.; DA-SILVA, S. A.
G.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; DA SILVA, A. J. M.; COSTA, P. R. R,; NETTO, C.
D.; MELO, R. C. N.; ALMEIDA-AMARAL, E. E.; TORRES-SANTOS, E. C. LQB-118,
an orally active pterocarpanquinone, induces selective oxidative stress and apoptosis
in Leishmania amazonensis. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 68, n. 4,
p. 789-799, 2013.

RICHARDSON, J. L.; NETT, I. R. E.; JONES, D. C.; ABDILLE, M. H.;
GILBERT, I. H.; FAIRLAMB, A. H. Improved tricyclic inhibitors of trypanothione
reductase by screening and chemical synthesis. ChemMedChem, v. 4, n. 8, p.

94



1333-1340, 2009.

RODRIGUES, R. F.; CASTRO-PINTO, D.; ECHEVARRIA, A.; DOS REIS, C.
M.; DEL CISTIA, C. N.; SANT'ANNA, C. M. R;; TEIXEIRA, F.; CASTRO, H.; CANTO-
CAVALHEIRO, M.; LEON, L. L.; TOMAS, A. Investigation of trypanothione reductase
inhibitory activity by 1,3,4-thiadiazolium-2-aminide derivatives and molecular docking
studies. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 20, n. 5, p. 1760-1766, 2012.

ROMERO, G. A. S.; COSTA, D. L.; COSTA, C. H. N.; DE ALMEIDA, R. P;
DE MELO, E. V.; DE CARVALHO, S. F. G.; RABELLO, A.; DE CARVALHO, A. L,;
SOUSA, A. de Q.; LEITE, R. D.; LIMA, S. S.; AMARAL, T. A.; ALVES, F. P.; RODE,
J. Efficacy and safety of available treatments for visceral leishmaniasis in Brazil: A
multicenter, randomized, open label trial. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11,
n. 6, p. 1-25, 2017.

ROSS, R. Note on the bodies recently described by leishman and donovan.
British Medical Journal, v. 2, n. 2237, p. 1261-1262, 1903.

SACKS, D. L. Metacyclogenesis in Leishmania. Experimental Parasitology,
v. 69, n. 1, p. 100-103, 1989.

SACKS; KAMHAWI, S. Molecular aspects of parasite-vector and vector-host
interactions in leishmaniasis. Annual Review of Microbiology, v. 55, p. 453-483,
2001.

SANTOS, D. O.; COUTINHO, C. E. R.; MADEIRA, M. F.; BOTTINO, C. G,
VIEIRA, R. T.; NASCIMENTO, S. B.; BERNARDINO, A.; BOURGUIGNON, S. C,;
CORTE-REAL, S.; PINHO, R. T., RODRIGUES, C. R.; CASTRO, H. C.
Leishmaniasis treatment - A challenge that remains: A review. Parasitology
Research, v. 103, n. 1, p. 1-10, 2008.

SANTOS, L. O.; MARINHO, F. A.; ALTOE, E. F.; VITORIO, B. S.; ALVES, C.
R.; BRITTO, C.; MOTTA, M. C. M.; BRANQUINHA, M. H.; SANTOS, A. L. S;
D’AVILA-LEVY, C. M. HIV aspartyl peptidase inhibitors interfere with cellular
proliferation, ultrastructure and macrophage infection of Leishmania amazonensis.
PLoS ONE, v. 4, n. 3, 2009.

SCHLEIN, Y.; WARBURG, A. Phytophagy and the feeding cycle of
Phlebotomus papatasi (Diptera: Psychodidae) under experimental conditions.

Journal of medical entomology, v. 23, n. 1, p. 11-15, 1986.

95



SCHUTTELKOPF, A. W.; VAN AALTEN, D. M. F. PRODRG: A tool for high-
throughput crystallography of protein-ligand complexes. Acta Crystallographica
Section D: Biological Crystallography, v. 60, n. 8, p. 1355-1363, 2004.

SCOTTI, M.; SCOTTI, L.; ISHIKI, H.; RIBEIRO, F.; CRUZ, R.; OLIVEIRA, M.;
MENDONGCA, F. Natural Products as a Source for Antleishmanial and
Antitrypanosomal Agents. Comb Chem High Throughput Screen, v. 19, n. 7, p.
537-553, 2016.

SEIFERT, K.; CROFT, S. L. In Vitro and In Vivo Interactions between
Miltefosine and Other Antileishmanial Drugs. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 50, n. 1, p. 73-79, 2006.

SHAHA, C. Apoptosis in Leishmania species & its relevance to disease
pathogenesis. Indian J Med Res, v. 123, n. 3, p. 233-244, 2006.

SINGH, N.; KUMAR, M.; SINGH, R. K. Leishmaniasis: Current status of
available drugs and new potential drug targets. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, v. 5, n. 6, p. 485-497, 2012.

SINGH, S.; SIVAKUMAR, R. Challenges and new discoveries in the
treatment of leishmaniasis. Journal of Infection and Chemotherapy, v. 10, n. 6, p.
307-315, 2004.

STEMMER, K. L. Pharmacology and toxicology of heavy metals: antimony.
Pharmacology and Therapeutics, Part A: Chemotherapy, Toxicology and, v. 1,
n. 2, p. 157-160, 1976.

SUH, K. S.; CHON, S.; OH, S.; KIM, S. W.; KIM, J. W.; KIM, Y. S.; WOO, J.
T. Prooxidative effects of green tea polyphenol (-)-epigallocatethin-3-gallate on the
HIT-T15 pancreatic beta cell line. Cell Biology and Toxicology, v. 26, n. 3, p. 189—
199, 2010.

SUNDAR, S.; CHAKRAVARTY, J. Paromomycin in the treatment of
leishmaniasis. Current Opinion in Infectious Diseases, v. 17, n. 5, p. 787-794,
2008.

SUNDAR, S.; SINHA, P. K.; RAI, M.; VERMA, D. K.; NAWIN, K.; ALAM, S.;
CHAKRAVARTY, J.; VAILLANT, M.; VERMA, N.; PANDEY, K.; KUMARI, P.; LAL, C.
S.; ARORA, R.; SHARMA, B.; ELLIS, S.; STRUB-WOURGAFT, N.; BALASEGARAM,
M.; OLLIARO, P.; DAS, P.; MODABBER, F. Comparison of short-course multidrug

96



treatment with standard therapy for visceral leishmaniasis in India: An open-label,
non-inferiority, randomised controlled trial. The Lancet, v. 377, n. 9764, p. 477-486,
2011.

SUNDAR, S.; SINHA, P. R.; AGRAWAL, N. K.; SRIVASTAVA, R.; RAINEY,
P. M.; BERMAN, J. D.; MURRAY, H. W.; SINGH, V. P. A cluster of cases of severe
cardiotoxicity among kala-azar patients treated with a high-osmolarity lot of sodium
antimony gluconate. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 59,
n. 1, p. 139-143, 1998.

SWINNEY, D. C.; ANTHONY, J. How were new medicines discovered?
Nature Reviews Drug Discovery, v. 10, n. 7, p. 507-519, 2011.

TEIXEIRA, D. E.; BENCHIMOL, M.; RODRIGUES, J. C. F.; CREPALDI, P.
H.; PIMENTA, P. F. P.; DE SOUZA, W. The Cell Biology of Leishmania: How to
Teach Using Animations. PLoS Pathogens, v. 9, n. 10, p. 7-11, 2013.

TOVAR, J.; CUNNINGHAM, M. L.; SMITH, A. C.; CROFT, S. L.; FAIRLAMB,
A. H. Down-regulation of Leishmania donovani trypanothione reductase by
heterologous expression of a trans-dominant mutant homologue: Effect on parasite
intracellular survival. Microbiology, v. 95, n. April, p. 5311-5316, 1998.

TRINCONI, C. T.; REIMAO, J. Q.; YOKOYAMA-YASUNAKA, J. K. U
MIGUEL, D. C.; ULIANA, S. R. B. Combination therapy with tamoxifen and
amphotericin B in experimental cutaneous leishmaniasis. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 58, n. 5, p. 2608-2613, 2014.

TRUDEL, N.; GARG, R.; MESSIER, N.; SUNDAR, S.; OUELLETTE, M.;
TREMBLAY, M. J. Intracellular survival of Leishmania species that cause visceral
leishmaniasis is significantly reduced by HIV-1 protease inhibitors. The Journal of
infectious diseases, v. 198, n. 9, p. 1292-1299, 2008. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18816190>.

TURETZ, M. L.; MACHADO, P. R.; KO, A. |.; ALVES, F.; BITTENCOURT, A;
ALMEIDA, R. P.; MOBASHERY, N.; JOHNSON, JR., W. D.; CARVALHO, E. M.
Disseminated Leishmaniasis: A New and Emerging Form of Leishmaniasis Observed
in Northeastern Brazil. The Journal of Infectious Diseases, v. 186, n. 12, p. 1829-
1834, 2002.

UNANUE, E. R.; ALLEN, P. M. The basis for the immunoregulatory role of

97



macrophages and other accessory cells. Science, v. 236, p. 551-557, 1987.

VALETE-ROSALINO, C. M.; ARAUJO-MELO, M. H.; BEZERRA, D. C. de O,
DE BARCELOS, R. O.; DE MELO-FERREIRA, V.; TORRACA, T. S. de S,
MARTINS, A. C. da C.; MOREIRA, J. S.; VARGAS, M. C. M.; BRAGA, F. P. B
SALGUEIRO, M. de M.; SAHEKI, M. N.; SCHUBACH, A. O. Primeiro relato de
ototoxicidade pelo antimoniato de meglumina. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, v. 56, n. 5, p. 439-442, 2014.

VAN ZANDBERGEN, G.; KLINGER, M.; MUELLER, A.; DANNENBERG, S.;
GEBERT, A.; SOLBACH, W.; LASKAY, T. Cutting Edge: Neutrophil Granulocyte
Serves as a Vector for Leishmania Entry into Macrophages. The Journal of
Immunology, v. 173, n. 11, p. 6521-6525, 2004.

VANNIER-SANTOS, M. a; MARTINY, a; DE SOUZA, W. Cell biology of
Leishmania spp.: invading and evading. Current pharmaceutical design, v. 8, n. 4,
p. 297-318, 2002.

VIANNA, G. Tratamento da Leishmaniose Tegumentar com Injeccdes
Intravenosas de Tartaro Emético. Anais do VII Congresso Brasileiro de Medicina
e Cirurgia, v. 4, n. 3, p. 426-428, 1912.

WASUNNA, M.; NJENGA, S.; BALASEGARAM, M.; ALEXANDER, N.;
OMOLLO, R.; EDWARDS, T.; DORLO, T. P. C.; MUSA, B.; ALI, M. H. S.; ELAMIN,
M. Y.; KIRIGI, G.; JUMA, R.; KIP, A. E.; SCHOONE, G. J.; HAILU, A.; OLOBO, J,;
ELLIS, S.; KIMUTAI, R.; WELLS, S.; KHALIL, E. A. G.; STRUB WOURGAFT, N.;
ALVES, F.; MUSA, A. Efficacy and Safety of AmBisome in Combination with Sodium
Stibogluconate or Miltefosine and Miltefosine Monotherapy for African Visceral
Leishmaniasis: Phase Il Randomized Trial. PLoS Neglected Tropical Diseases, v.
10, n. 9, p. 1-18, 2016.

WESTON, L. A.; MATHESIUS, U. Flavonoids: Their Structure, Biosynthesis
and Role in the Rhizosphere, Including Allelopathy. Journal of Chemical Ecology,
v. 39, n. 2, p. 283-297, 2013.

WHO. Resolution from the 16°. World Health Assembly. p. 4, 2007.
Disponivel em:

<www.who.int/neglected_diseases/mediacentre/WHA_60.13_Eng.pdf?ua=1>.

WHO. First WHO report on neglected tropical diseases: working to

98



overcome the global impact of neglected tropical diseasesWorld Health

Organization, 2010. .

WHO. Research priorittes for Chagas disease, human African
trypanosomiasis and leishmaniasis. World Health Organization technical report
series, n. 975, p. v=xii, 1-100, 2012a.

WHO. Fourth WHO Report on neglected Tropical Diseases: Integrating
neglected tropical diseases into global health and development.WHO Report

on Neglected Tropical Diseases, 2017a. .

WHO. World Health Statistics 2017 : Monitoring Health for The SDGs,
2017b. .

WHO. Weekly epidemiological recordGlobal leishmaniasis update,

2006-2015: a turning point in leishmaniasis surveillance, 2017c. .

WHO, W. H. O. Accelerating Work to Overcome the Global Impact of
Neglected Tropical Diseases: A Roadmap for Implementation. World Health
Organization, p. 1-42, 2012b.

YANG, C.; HONG, J.; HOU, Z.; SANG, S. Green Tea Polyphenols:
Antioxidative and Prooxidative Effects. The Journal of Nutrition, v. 134, p. 3181S,
2004.

ZIJLSTRA, E. E.; MUSA, A. M.; KHALIL, E. A. G.; EL HASSAN, I. M.; EL-
HASSAN, A. M. Post-kala-azar dermal leishmaniasis. Lancet Infectious Diseases,
v. 3,n. 2, p. 87-98, 2003.

ZULFIQAR, B.; SHELPER, T. B.; AVERY, V. M. Leishmaniasis drug
discovery: Recent progress and challenges in assay development. Drug Discovery
Today, v. 0, n. 0, 2017.

99



