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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca negligenciada, causadas por protozoarios do
género Leishmania, intimamente ligada a pobreza. E, também, a segunda doenca
parasitaria que mata mais no mundo. O tratamento ¢ a principal forma de controle da LV,
entretanto, possui varias limitagdes: ¢ prolongado, apresenta toxicidade e alto custo,
dentre outras. A selecdo de parasitos resistentes as medicacdes disponiveis também ¢
outra limitagdo importante, especialmente em alguns paises, como o Brasil. Assim, ha a
necessidade de implementacdo de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da LV,
como o reposicionamento € a associagao de drogas, que provaram ser ferramentas muito
importantes no manejo de diversas doengas, como HIV, malaria e cancer. Os produtos
naturais sempre estiveram presentes na busca por novas alternativas de tratamento e
novos medicamentos. O presente trabalho objetivou avaliar a agdo dos produtos naturais
bisabolol, eugenol e lapachol, com atividade antileishmania descrita na literatura, em
combinagdo com a anfotericina b, droga referéncia, em modelos in vitro e in vivo de LV.
A concentrag¢do inibitéria (Clso) e a concentragdo citototoxica (CCso) de cada uma das
drogas foram calculadas e os indices terapéuticos (IT) foram determinados. Em seguida,
realizou-se o estudo da interagdo das combinagdes entre os produtos naturais ¢ a
anfotericina b em promastigotas de Leishmania infantum. Os resultados foram analisados
pelo método do isobolograma de propor¢do fixa, e as concentracdes inibitorias
fracionadas (CIF) foram analisadas; A soma de CIF (XCIF) e a média ZCIF (XXCIF)
foram calculadas para cada combinacdo. A natureza das interagdes foi classificada de
acordo com a média de XXCIF. A combinagao de eugenol e bisabolol com anfotericina b
mostrou valores XXCIF que indicaram interagdo aditiva ou indiferente. Devido aos
resultados promissores nos ensaios in vitro, o eugenol foi selecionado para avaliacdo da
associacdo com anfotericina b, in vivo. Neste ensaio, camundongos BALB/c com LV
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=6) e foram tratados (i) por via
intraperitoneal (ip) com anfotericina b na dose de 5mg/Kg/48h/10 dias (dose padrdo); (ii)
anfotericina b na dose de Img/kg/24h/10 dias (subdose) por via ip; (iii) eugenol
75mg/kg/24h/10 dias via oral; com a associagdo anfotericina b 1mg/Kg/24h/10 dias/ip e
eugenol 75mg/kg/24h/10 dias via oral (iv), e um grupo controle sem tratamento (v). Apos
o tratamento, os animais foram eutandsiados e a carga parasitaria do figado e bago
determinada através de qPCR. Houve redugdo significativa da carga parasitaria no bago
(p <0,05) e figado (p < 0,01) dos animais tratados com a combinag@o de eugenol e sub
dose de anfotericina b em relagdo ao grupo controle nao tratado. De forma surpreendente,
o impacto na redugdo da carga parasitaria nos 6rgaos dos camundongos proporcionado
pela combinacdo de eugenol + anfotericiaa b foi semelhante aquele induzido pelo
tratamento padrdo com anfotericina b, que utiliza uma dose 5 vezes maior da droga que a
usada na combinagdo. Os resultados sugerem que a combinagao eugenol + anfotericina b
apresentou efeito aditivo ou sinérgico, em modelo murino de LV. Em conclusdo, de
maneira inédita este trabalho propde a associacdo entre o produto natural eugenol e a
droga referéncia anfotericina b em sub dose como alternativa terapéutica para a LV.
Entretanto, novos estudos sdo necessarios a fim de avaliar outras combinagdes entre
produtos naturais e drogas convencionais, além estabelecer a dose terapéutica ideal e a
toxicidade da combinagdo eugenol +anfotericina b, visando propor um novo esquema
terapéutico paraa LV.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Sinergismo, produtos naturais, eugenol,

bisabolol, lapachol, anfotericina b, associacao farmacos



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected disease, caused by protozoa of the genus
Leishmania, closely linked to poverty. It is also the second parasitic disease that kills the
most in the world. Treatment is the main form of VL control, however, it has several
limitations: it is prolonged, presents toxicity and high cost, among others. The selection
of parasites resistant to available medications is also another important limitation,
especially in some countries, such as Brazil. Thus, there is a need to implement new
therapeutic strategies for the treatment of VL, such as repositioning and drug association,
which have proven to be very important tools in the management of several diseases, such
as HIV, malaria and cancer. Natural products have always been present in the search for
new treatment alternatives and new drugs. The present study aimed to evaluate the action
of natural products bisabolol, eugenol and lapachol, with antileishmania activity
described in the literature, in combination with amphotericin b, reference drug, in vitro
and in vivo models of VL. The inhibitory concentration (ICso) and cytotoxic
concentration (CCso) of each drug were calculated and the therapeutic indices (IT) were
determined. Next, the interaction of the combinations between natural products and
amphotericin b in Leishmania infantum promastigotes was performed. The results were
analyzed by the fixed proportion isobologram method, and fractional inhibitory
concentrations (CIF) were analyzed; The sum of CIF (XCIF) and the mean XCIF (XXCIF)
were calculated for each combination. The nature of the interactions was classified
according to the mean of XXCIF. The combination of eugenol and bisabolol with
amphotericin b showed XXCIF values that indicated additive or indifferent interaction.
Due to promising results in the in vitro assays, eugenol was selected for evaluation of
association with amphotericin b in vivo. In this trial, BALB/c mice with VL were
randomly assigned to five groups (n = 6) and treated (i) intraperitoneally (ip) with
amphotericin b 5 mg/kg/48h/10 days (standard dose); (i7) amphotericin b at the dose of
Img/kg/24h/10 days (subdose) ip; (iii) eugenol 75mg/kg/24h/10 days orally; with the
combination of amphotericin b 1mg/kg/24h/10 days / ip and eugenol 75mg/kg/24h/10
days orally (iv), and a control group without treatment (v). After treatment, the animals
were euthanized and the parasite burden of the liver and spleen determined by qPCR.
There was a significant reduction in parasite load in the spleen (p <0.05) and liver (p
<0.01) of the animals treated with the combination of eugenol and amphotericin b sub-
dose compared to the untreated control group. Surprisingly, the impact on reducing the
parasite burden on the organs of mice provided by the combination of eugenol +
amphotericin b was similar to that induced by standard treatment with amphotericin b,
which used a 5-fold higher dose of the drug than used in the combination. The results
suggest that the combination eugenol + amphotericin b had an additive or synergic effect
in a murine VL model. In conclusion, this paper proposes the association between the
natural product eugenol and the reference drug amphotericin b in sub-dose as a
therapeutic alternative for VL. However, further studies are needed to evaluate other
combinations of natural products and conventional drugs, as well as to establish the
optimal therapeutic dose and toxicity of the combination eugenol + amphotericin b, in
order to propose a new therapeutic regimen for VL.

Keywords: Leishmaniasis, synergism, natural products, eugenol, bisabolol, lapachol,

amphotericin b, drug association
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sao um complexo de doencgas causadas por protozoarios que pertencem
a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae género Leishmania. Esses sao
parasitos intracelulares obrigatorios, que infectam células do sistema mononuclear
fagocitario (SMF). Sdo heteroxenos, sendo encontrados em duas formas evolutivas
principais durante seu ciclo de vida, a promastigota (que ¢ alongada, flagelada e moével)
e a amastigota (que possuem flagelo internalizado, ovalada e imdvel). A primeira pode
ser encontrada no hospedeiro invertebrado e a segunda nos hospedeiros vertebrados

(PACE, 2014; WHO, 2018).

Ha véarias espécies de parasitos, reservatorios e vetores envolvidos na cadeia de
transmissdo, sendo mais de 20 espécies de Leishmania causadoras da doenca. As
leishmanioses humanas podem apresentar diferentes manifestagdes clinicas, estas sao
resultado da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a espécie do parasito, que
se traduzem em duas apresentagdes clinicas principais, a leishmaniose cutanea (LC) e a
leishmaniose visceral (LV), a 0ltima considerada a forma mais grave, que se nao
diagnosticada e tratada em tempo leva ao 6bito do paciente (GRAMICCIA; GRADONI,
2005; WHO, 2018). Para a forma visceral estdo associados os parasitos Leishmania
donovani (Velho Mundo) e Leishmania infantum (Novo Mundo e Velho Mundo), para a
forma cutdnea, no Brasil, L. (Viannia) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
guyanensis sao as mais prevalentes, € L. major € a responsavel pela maioria dos casos de

LC no Velho Mundo (BRASIL, 2014; PACE, 2014).

E uma das dez endemias prioritarias segundo a classificagio da Organiza¢io Mundial de
Satde (OMS), e considerada como uma doenga tropical negligenciada. Presente em 98
paises e quatro continentes, colocando em risco de infec¢do cerca de 310 milhdes de
pessoas. Ficando atrds apenas da maléria, ¢ o segundo grupo de doengas parasitarias que
mais mata no mundo. Possui incidéncia anual de aproximadamente 1,3 milhdes de novos
casos, destes, cerca de um milhdo sdo de LC e cerca de 300.000 de pessoas acometidas

pela LV, destas de 20.000 a 30.000 evoluem para o 6bito (VON STEBUT, 2015; WHO,
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2018). Dos casos notificados de LV, 90% ocorrem na India, Bangladesh, Sudao, Sudao
do Sul, Etiopia e Brasil. A LC ocorre principalmente no litoral mediterraneo, nas

Américas e na Asia ocidental, e cerca de 75% desses casos ocorrem no Brasil, Siria ¢

Afeganistdo (PACE, 2014; WHO, 2018).

A transmissdo do parasito ocorre através da picada de fémeas de insetos dipteros da
familia Psychodidae, género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo
(PACE, 2014). Durante o repasto sanguineo, a fémea do inseto infectado regurgita
promastigotas metaciclicas (forma infectante) na solucao de continuidade provocada pela
picada no hospedeiro vertebrado (animais silvestres ou o ser humano) (CDC, 2018;
PACE, 2014; VON STEBUT, 2015). A infeccdo ¢ considerada uma zoonose, quando
transmitida de um reservatorio animal para o vetor e, posteriormente, para o hospedeiro
humano e outros animais; ou antropondtica, quando o parasito ¢ transmitido entre
humanos. A maior parte dos casos sdo zoonoticos, sendo o homem um hospedeiro
eventual (DESJEUX, 2004; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Porém, quando ocorre
a forma zoonotica, os reservatdrios primarios de Leishmania sao mamiferos silvestres
como roedores e canideos, e para a LV a espécie mais relevante na epidemiologia sdo

caes domésticos (RODRIGUES et al., 2015).

Para a prevencdo e controle das leishmanioses, varias estratégias de intervengdo sao
sugeridas por 6rgaos nacionais € internacionais como o controle de vetores, controle de
reservatorios, o diagnostico precoce e o tratamento dos casos humanos, sendo o
tratamento a principal forma de controle (BRASIL, 2014; WHO, 2018). Por se tratar de
uma doencga negligenciada, existe caréncia de investimentos em novas drogas e vacinas,

o que dificulta seu controle (CORRAL-CARIDAD et al., 2012; WHO, 2017).

1.2. Transmissio e ciclo bioldogico

Os parasitos sendo heteroxenos, realizam parte do ciclo em hospedeiros vertebrados,
mamiferos pertencentes as ordens Carnivora (caes e gatos), Xenarthra (tatus e preguigas),
Marsupialia (gambds), Primata (humanos e ndo humanos), Rodentia (ratos) (LAINSON;
SHAW, 1987), e parte no inseto vetor invertebrado da ordem Diptera, familia

Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, denominados flebotomineos. Estes sdo insetos
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pequenos e possuem o habito de vida crepuscular e pos-crepuscular, abrigando-se durante
o dia em lugares protegidos e umidos. Os flebotomineo sdo encontrados em diferentes
regides geograficas e condigdes climaticas e ambientais e existem mais de 300 espécies,

sendo 30 identificados como capazes de transmitir Leishmania (BATES, 2007).

Somente as fémeas de flebotomineos sdo transmissoras do parasito. Elas se infectam ao
ingerir formas amastigotas presentes em células do SMF de um hospedeiro mamifero
infectado, durante o repasto sanguineo (KAYE; SCOTT, 2011; WHO, 2018). No
intestino médio do vetor, as amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas e
se replicam intensamente. Apds estagios de diferenciagdo (metaciclogénese), se
transformam em promastigotas metaciclicas e migram para a probdscide do flebotomineo
(CDC, 2018; KAYE; SCOTT, 2011). Assim, ao fazer um novo repasto sanguineo, o
flebotomineo regurgita as formas infectantes (promastigotas metaciclicas), associadas a
sua saliva, na derme do hospedeiro. Acredita-se que a regurgitacao das formas infectantes
¢ garantida por meio da producdo de uma glicoproteina secretada pelas promastigotas
metaciclicas, no tubo digestivo do inseto vetor, a PSG (promastigote secretory gel). Esta
proteina obstrui a passagem do alimento durante o repasto sanguineo levando o
flebotomineo a regurgitar a saliva, composta por substidncias imunomoduladoras,
anestésicas, vasoativas, dentre outras, juntamente as formas infectantes, no local da
picada (BATES, 2007). As formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por
macrofagos residentes e células dendriticas dérmicas. Apds serem internalizadas, se
transformam em amastigotas, iniciando uma reprodu¢@o por divisdo bindria dentro do
vacuolo parasitéforo. Quando as células hospedeiras estao repletas com amastigotas, elas
se rompem e liberam os parasitos permitindo a reinfec¢do de novos fagocitos locais. O
ciclo se completa quando os fagbcitos infectados sdo ingeridos pela fémea do
flebotomineo durante o repasto sanguineo (CDC, 2018; KAYE; SCOTT, 2011) (Figura
1).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de vida de Leishmania spp (Adaptado de HARHAY et al., 2011). As fémeas de
flebotomineos ingerem células fagociticas mononucleares, infectadas pelas formas amastigotas de Leishmania, durante o repasto
sanguineo. No intestino médio do vetor, formas amastigotas se transformam em promastigotas, por simples divisdo, se desenvolvem
e migram para a proboscide. Durante o repasto sanguineo as promastigotas sdo regurgitadas na solugdo de continuidade provocada
pela picada nos hospedeiros humanos ou outros mamiferos. As promastigotas sdo fagocitados por macréfagos e outros tipos de
células fagociticas, e se transformam dentro dessas células em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria simples, rompem
as células infectadas e passam a infectar outras células fagociticas mononucleares.

1.3. Leishmaniose visceral

A LV ¢ uma doenga de acometimento sistémico, também conhecida como calazar.
Geralmente € assintomatica ou oligossintomatica e, quando hé sinais, os mais comuns
sdo: febre, esplenomegalia acompanhado ou ndo de hepatomegalia, perda de peso,
distensdo abdominal e fraqueza, que progridem ao longo de semanas a meses. Quando
ndo tratada leva ao oObito cerca de 95% dos casos (BRASIL, 2014; PACE, 2014).
Endémica em 35 paises, afetando principalmente aqueles menos desenvolvidos, mais de
90% dos novos casos notificados ocorrem em sete paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia,
Somalia, Suddo do Sul e Sudao. Estima-se 300.000 novos casos de LV a cada ano, sendo
o Brasil responsavel por 96% dos casos nas Américas (Figura 2). O niimero registrado
de Obitos nessas regides tem aumentado desde 2012, registrando-se uma taxa de
mortalidade de 7,9% em 2016, a mais alta comparada aos outros continentes (OPAS,
2014; WHO, 2018). No Brasil foram notificados 3200 novos casos em 2016 com 265
obitos, € 4511 em 2017, com 323 6bitos em 2017 (BRASIL, 2018). O nimero de casos
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de LV em criangas menores de 10 anos também atingiu sua maior taxa (15,5% dos casos)

em 2016, sendo que alguns paises chegaram a registrar mais de 40% dos casos nessa faixa

etéria (OPAS, 2014).

Numero de novos casos
de LV relatados, 2015
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Figura 2 - Prevaléncia da leishmaniose visceral no mundo, 2015. Fonte: WHO (2018).

Paises que relataram
casos importados de LV

Uganda — 93
Etiopia - 73

Nepal - 16
Franga - 10
Grécia — 6

lémen - 5
Argentina — 3
Georgia — 3
Iraque — 3
Marrocos - 2
Israel - 1
Federag&o Russa — 1
Arabia Saudita - 1
Tailandia

Os principais fatores de risco associados a doenca s3o condi¢do socioecondmica,

suscetibilidade do hospedeiro humano a infec¢des como imunossupressao e desnutrigdo,

mobilidade da populacdo, mudancas ambientais, desmatamento (DESJEUX, 2001;

WHO, 2018).

A LV tem sido considerada emergente quando em coinfec¢do com HIV, sendo que esses

pacientes t€ém chances maiores de desenvolver sintomas mais exacerbados da doenga,

com altas as taxas de recidiva e mortalidade. Altas taxas de coinfec¢ao Leishmania-HIV

sdo relatadas no Brasil, na Etiopia e no estado de Bihar, na India, o que corresponde de 2

a 9% de todos os casos de LV. A coinfec¢do comecou a ser relatada na década de 1990

ao longo da bacia do mediterraneo. As infecgdes se promovem mutuamente, sendo que o

risco de adoecer por LV ¢ 200 vezes maior em portadoras do HIV. Por sua vez, em

pacientes com LV a replicagdo do HIV ¢ favorecida, podendo desencadear/reagudizar a

AIDS (WHO, 2018; ZIJILSTRA, 2014).
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Sua importancia em saude publica no Brasil ainda se deve ao numero de casos ¢ a
expansao geografica, destacando-se as regides Nordeste, Sudeste e Centro Oeste com
1523, 592 e 158 casos, respectivamente, no ano de 2016. Na Regido Norte do Brasil
também foram observados 578 casos, em 2016, endossando essa dispersdo. A letalidade
em 2016 no Brasil alcangou 7,4%, com total de 265 6bitos. Continua também em
expansao, ocorrendo na Argentina, Paraguai e no Uruguai, refor¢ando a necessidade de

atencao e vigilancia epidemiologica (BRASIL, 2014; OPAS, 2014).

Sem uma vacina efetiva, as medidas de controle se baseiam no controle vetorial e dos
reservatorios, monitoramento da doenga, mobilizacdo ¢ educagdo da populacdo,
diagndstico precoce e acurado, e o tratamento dos casos humanos, sendo este ultimo a

principal estratégia de controle da LV (CORRAL et al., 2012; WHO, 2018)

1.4. Quimioterapia anti leishmaniose

Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da LV s3o os antimoniais
pentavalentes (Sb>"), como o estibogluconato de sodio (Pentostan®), que ndo é
comercializado no Brasil, e o antimoniato de N-metil d-glucamina (Glucantime®). O
primeiro relato de uso medicinal dos antimoniais foi em 1912, pelo médico brasileiro
Gaspar Viana, que observou a eficdcia do tartaro emético, um antimonial trivalente (Sb**),
no tratamento da leishmaniose cutaneo-mucosa (HALDAR; SEN; ROY, 2011).
Administrado preferencialmente por via intravenosa, com administracdo lenta, pode
também ser administrado intramuscular em mésculo compativel. E preconizada dose de
20 mg/kg/dia, uma vez ao dia, ndo excedendo 4.500mg/dia, durante 30 dias. Seus
principais efeitos adversos sdo artralgias, mialgias, inapeténcia, nduseas, vOmitos,
plenitude géstrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, dor no local da aplicacao, febre,
cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e pancreatite. Assim, ha necessidade
de monitorar enzimas hepaticas, fun¢do renal, amilase e lipase sérica, bem como realizar
eletrocardiograma durante todo o tratamento monitorando possiveis arritmias e outras

anormalidades cardiacas (BRASIL, 2011; SUNDAR; AGARWAL, 2017).

O antimoniato de meglumina ¢ contraindicado em algumas situagdes como pacientes

acima de 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenca de
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Chagas devido aos efeitos adversos e gestagdo, pois atravessa a barreira transplacentaria,
podendo impregnar no tecido nervoso do feto, levando a sindromes de retardamento
mental (BRASIL, 2014). Quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial
pentavalente ou na impossibilidade de seu uso, a segunda opg¢ao utilizada, na maioria dos

casos, ¢ a anfotericina b (BRASIL, 2014; PACE, 2014).

A anfotericina b ¢ um antibiotico poli€nico macrolideo de amplo espectro, obtido de
culturas do actinomiceto Streptomyces nodosus. No final dos anos 50 a anfotericina b ja
era usada em alguns casos clinicos ¢ em 1965 foi aprovada pelo U.S. Food and Drug
Administration (FDA), sendo o primeiro antifungico aprovado pelo referido 6rgao. A
atualmente considerado o firmaco mais potente contra todas as formas clinicas de
leishmaniose. O Ministério da Satde do Brasil disponibiliza duas apresentagdes de
anfotericina b: o desoxicolato de anfotericina b e a anfotericina b lipossomal
(AmBisome®), a eficacia dessas apresentacdes ¢ comparavel, porém, a forma lipossomal
apresenta toxicidade significativamente menor, permitindo que o farmaco seja utilizado
em doses maiores e atinja niveis plasmaticos mais elevados que o desoxicolato de
anfotericina b. Atualmente a terapia preconizada para o desoxicolato de anfotericina ¢ a
dose de 1 mg/kg/dia por infusdo venosa, durante 14 a 20 dias, dose méxima de 50mg/ dia
e, para 0 AmBisome®, 3 mg/kg/dia, durante sete dias, ou 4 mg/kg/dia, durante cinco dias

(BRASIL, 2006, 2014).

O mecanismo de agdo da anfotericina b em Leishmania esté relacionado a sua liga¢do ao
ergosterol/episterol, principais esterdis presentes na membrana celular do parasito. Esta
ligagdo produz micelas, que formam canais transmembrana, alterando a permeabilidade
da membrana e, consequentemente, o equilibrio osmotico intracelular, com perda de ions
e outros componentes celulares. Além disso, ocorre a inibicdo da bomba de protons e a
indugdo da peroxidagao lipidica da membrana. Em mamiferos, a anfotericina b se liga ao
colesterol, o mais abundante lipideo presente na membrana. Esta ligagdao, mesmo que de
baixa afinidade, parece ser responsavel por parte dos efeitos colaterais associados a
terapia com anfotericina b (TIPHINE; LETSCHER-BRU; HERBRECHT, 1999). Os

efeitos colaterais mais frequentes observados na terapia com anfotericina b sdo febre,
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cefaleia, nausea, vomitos, tremores, calafrios, hiporexia, flebite, cianose, hipotensao,

hipopotassemia, hipomagnesemia e alteracao da funcao renal (BRASIL, 2014).

As formulagdes lipossomais de anfotericina b interagem e se ancoram fortemente na
bicamada lipidica das membranas celulares. Essa associacao faz com que a anfotericina
b ndo seja liberada diretamente quando entra na circulagdo sanguinea, o que modifica a
biodistribui¢ao da droga, diminuindo a captagdo por células renais e, assim, reduzindo a
toxicidade e promovendo a absor¢do preferencial pelas células reticuloendoteliais que
abrigam os parasitas (BRASIL, 2011, 2014; CHOUHAN et al., 2014; SUNDAR;
AGARWAL, 2017; TIPHINE; LETSCHER-BRU; HERBRECHT, 1999).

O custo elevado do tratamento com anfotericina b € outro fator a destacar, tanto pelo alto
custo da droga em sua forma lipossomal, quanto pela frequente necessidade de cuidados
médicos relacionados aos efeitos colaterais, mais pronunciados naqueles individuos
tratados com desoxicolato de anfotericina b (BRASIL, 2014; TIPHINE; LETSCHER-
BRU; HERBRECHT, 1999).

Outro farmaco usado no tratamento das leishmanioses ¢ a paramomicina - antibidtico
aminoglicosideo, geralmente administrado em dose de 15 mg/kg por 21 dias. O efeito
colateral mais comum € a dor no local da administragao, que ¢ intramuscular, seguido por
ototoxicidade reversivel, aumento das transaminases hepaticas e nefrotoxicidade

(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015; VAN GRIENSVEN et al., 2010).

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), inicialmente desenvolvido como farmaco
antineoplasico, foi o primeiro medicamento de administracdo via oral na terapia contra
LV, vem sendo utilizada principalmente na India, apresenta efeitos colaterais como
nefrotoxicidade, teratogenicidade, e problemas gastrointestinais devido a administracao
via oral. A meia vida prolongada (150 a 200h) da miltefosina leva a preocupagdo com a
selecdo de parasitos resistentes ao farmaco (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006;
SUNDAR; AGARWAL, 2017).

Dentre as terapias disponiveis atualmente para o tratamento da LV, algumas em uso por

mais de 70 anos, todas apresentam limitagdes, quer seja pela toxicidade, quer seja
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aumento do nimero de cepas resistentes, ou pelo alto custo. Assim, se faz necessario
melhorar as estratégias terapéuticas existentes, desenvolver novas terapias e/ou novos
farmacos (CORRAL et al., 2012; WHO, 2018). Nesta perspectiva, os produtos naturais
sdo a fonte mais promissora para o desenvolvimento de novas drogas ou terapias, € a
literatura tem demonstrado resultados promissores, seja com extratos brutos, oleos
essenciais ou outros derivados de plantas, que apresentaram agdo efetiva contra
Leishmania (HARVEY, 2008; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; ORYAN,
2015).

1.5. Produtos naturais e a busca de novos esquemas terapéuticos

A utilizagdo de plantas com o objetivo de aliviar sintomas e tratamento de doencas ¢
historico. Com intervengdes culturais, religiosas e saber empirico, a atividade popular de
observacao do efeito terapéutico das espécies medicinais foi se afirmando e se agregando
durante séculos (SALES; SARTOR; GENTILLI, 2015). Para milhdoes de pessoas,
medicamentos fitoterapicos e terap€utica tradicional s3o a unica fonte de assisténcia para
tratamento de doengas, culturalmente ¢ aceitavel e se torna atraente diante dos altos custos

da assisténcia médica (WHO, 2013).

Sesquisterpenos foram identificados como constituintes ativos presentes em varias
plantas medicinais utilizadas para fabricagdo de medicamentos, amplas propriedades
biologicas como atividade anti-oxidante, anti-inflamatorio e anticancerigena. O bisabolol
ou o-(-)-bisabolol (Figura 3) também conhecido por levomenol ¢ um alcool
sesquiterpénico monociclico, isolado pela primeira vez em 1951 por Isaac e
colaboradores , das flores de camomila (Matricaria chamomilla). Estudos mostram

atividade contra bactérias, fungos e candida albicans, também exibiu atividade

Figura 3 — Estrutura do bisabolol
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antibacteriana in vitro contra S. aureus, S. epidermidis, B. cereus e B. subtilis

(KAMATOU e VILJOEN, 2010; CORPAS-LOPEZ et al., 2015).

Ha varios estudos com o objetivo de avaliar o potencial terapéutico das plantas, sendo
que algumas ja possuem atividade terapéutica comprovada. Isolado pela primeira vez em
1929, o eugenol (Figura 4) ¢ derivado da espécie Eugenia caryophyllata, cujo botdo ¢é
conhecido como cravo, e contem cerca de 45 a 90% desse produto natural (KAMATOU;
VERMAAK; VILJOEN, 2012). O eugenol esta presente também nos 6leos essenciais de
outras plantas aromaticas como Dicipelium cariophyllatum, Pimenta dioica, Croton
zehntneri ¢ Croton zehntneri, ¢ também ¢é o principal componente do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (DUTRA et al., 2016; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012;
UEDA-NAKAMURA et al., 2006). A molécula de eugenol (CioH1202) é solivel em
solventes organicos e levemente em agua, ¢ um liquido amarelado oleoso, fracamente
acido, membro da classe dos fenilpropandides (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN,
2012; MARCHESE et al., 2017). Com relatos de uso como especiaria por mais de 2.000
anos na China, teve seu primeiro registro de uso medicinal em 1640 na Franca. Ensaios
recentes apontam para varias propriedades farmacologicas, como agdo antibacteriana,
antifungica, antimalarica, antiinflamatéria, antioxidante, analgésica entre outras, com
resultados promissores para acdo anti-Leishmania (KAMATOU; VERMAAK;
VILJOEN, 2012; MILADI et al., 2017).

OH
v’
H,C OCHj5
Figura 4— Estrutura do eugenol (4-alil-2-metoxifenol)

As naftaquinonas de espécies de Bignoniaceae apresentam diversas atividades biologicas
e sdo umas das categorias de produtos quimicos mais estudados do ponto de vista
farmacologico dos tltimos tempos (OLIVEIRA et al, 1990; FERREIRA et al., 1996). As
naftaquinonas possuem capacidade de reduzir o estresse oxidativo nas células, sendo este
motivo de grande interesse nesta classe de substancias, especialmente em relagao a sua

atividade contra parasitos intracelulares obrigatorios (DA SILVA et al., 2003).
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Varios estudos ligados as naftaquinonas devem-se a busca pelo lapachol [2-hidroxi-3-(3-
metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona] (Figura 5) que ¢ um produto natural isolado de varias
espécies de plantas da familia Bignoniaceae (LIMA, et al. 2004). Além de ser obtido a
partir de fontes naturais, pode ser facilmente sintetizado (Da SILVA et al., 2010), e essas
qualidades favorecem a sintese de outras substincias com potenciais atividades
farmacologicas, incluindo o desenvolvimento de novas drogas que atuem contra doencas

negligenciadas (CASTRO et al., 2013).

O lapachol ¢ conhecido desde 1858 e foi isolado pela primeira vez no final do século XIX
por Patern6 da espécie Handroanthus impetiginosus (Tabebuia avellanedae - ipé-roxo).
O lapachol tem sido muito estudado por apresentar importantes atividades bioldgicas,
como, tripanossomicida, antitumoral, leishmanicida e redugdo da proliferagdo de
queratindcitos (MULLER, et al. 1999; BALASSIANO, et al., 2005; ZHANG, et al.,
2016).

Figura 5 - Estrutura do lapachol

Com territério que equivale a metade da América do Sul, o Brasil ¢ um pais com uma
vasta biodiversidade. Possui a maior diversidade genética de vegetais do mundo, com
cerca de 20% do total de espécies de plantas do planeta, e ¢ o primeiro quando se trata de
numero de espécies vegetais. Esse enorme patrimonio de espécies vegetais, ja escasso nos
paises desenvolvidos, tem atualmente um valor econdmico-estratégico inestimavel, sendo
o campo de desenvolvimento de novos farmacos o de maior potencial. Entretanto, apenas
8% da flora brasileira foi estudada em busca de compostos para desenvolvimento de
novos farmacos, com somente 590 registros no Ministério da Saude do Brasil de plantas

para comercializacdo (GUERRA; NODARI, 2011; SALES; SARTOR; GENTILLI,
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2015). Estima-se que 26% do faturamento da industria farmacéutica nacional seja
proveniente de medicamentos derivados de plantas, com os fitoterapicos ocupando cerca
de 25% das prescrigdes médicas em paises desenvolvidos e cerca de 80% em paises em
desenvolvimento (GUERRA; NODARI, 2011). A diversidade de efeitos terapéuticos dos
produtos naturais tem despertado interesse, sendo conduzido estudos para determinar suas
propriedades farmacoldgicas, bem como suas interagdes sinérgicas e aditivas com outras
drogas, visando o desenvolvimento de produtos fitoterapicos eficazes, seguros e de baixo
custo. Sendo assim, os produtos naturais desempenham importante e continuado papel

no desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016)

1.6. Reposicionamento e associacio de farmacos

O reposicionamento de farmacos consiste em encontrar novos usos para os farmacos ou
compostos ja existentes. Um exemplo de reposicionamento de farmacos bem-sucedido ¢é
o uso da anfotericina b par o tratamento das leishmanioses, uma vez que esta droga ¢ um
antibiotico que foi primariamente desenvolvida para o tratamento de infec¢des fungicas

(WHO, 2010).

A combinacdo de farmacos ¢ uma abordagem bem estabelecida para tratamento de
algumas doengas como HIV, tuberculose e cancer. A possibilidade de combinar produtos
naturais ou similares com farmacos sintéticos introduzindo-os em regimes terapéuticos
convencionais ainda ndo ¢ explorada, porém ¢ uma area de muitas oportunidades
(AHMAD et al., 2015; OPREA; MESTRES, 2012). No caso das leishmanioses, esta ¢
uma opcao frente ao aumento dos relatos de casos de resisténcia aos firmacos de primeira
escolha e aos efeitos adversos indesejados causados pela terapia usual (OLLIARO, 2010).
A associagdo de drogas para o tratamento das leishmanioses proporcionaria vantagens
como o0 aumento ou potencializa¢do do efeito terapéutico (uso de farmacos e/ou produtos
naturais com interacao aditiva ou sinérgica), minimizaria ou desaceleraria a selecdao de
parasitos resistentes as drogas, reduziria a dose terapéutica (mantendo ou melhorando sua
eficacia), reduziria os efeitos adversos indesejaveis, entre outros (CHOU, 2006;

HALDAR; SEN; ROY, 2011).
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A associacdo de farmacos tem registro desde o principio da historia, € ha muito tem-se
realizado tentativas de avaliar e medir quantitativamente a relacdo de dose e efeito dessas
associacoes (CHOU, 2006). O método do isobolograma (Figura 6) foi introduzido com
o objetivo de avaliar as interacdes entre os firmacos. E um método grafico em
coordenadas cartesianas, em que as doses de dois farmacos testados sdo colocadas um em
cada eixo. E baseado na poténcia relativa, e ndo traz qualquer informagdo sobre o
mecanismo de agdo, € o seu objetivo ¢ avaliar o tipo de interagdo que existe quando as

duas drogas sdo combinadas (TALLARIDA, 2012).

Concentracio

Farmaco B

Antagonismo

Indiferente

\ ou Aditividade

+  Sinergismao

AN

Concentracio

Farmaco A

Figura 6 - Representacdo grafica de um isobolograma, mostrando as possiveis interagdes: aditividade, antagonismo
e sinergismo.Fonte: Tallarida, 2006 (modificado).

O pré-requisito para construgao do isobolograma ¢ conhecer a poténcia e a curva de dose
bem como o efeito de cada droga isoladamente (CHOU, 2006). A partir de entdo ¢é
possivel determinar as concentragdes da droga capazes de produzir o efeito de interesse,
que usualmente ¢ metade do efeito e/ou inibicado maximo (Clso = concentragdo inibitoria,
a Clso € a concentracdo dos compostos testes capaz de gerar reducdo de 50% no
crescimento do agente infeccioso), gerando uma linha de aditividade ou isobol
(TALLARIDA, 2012). Ao considerar duas concentragdes, A e B, de duas drogas que
produzem o mesmo efeito, tem-se uma linha isoaditiva; uma linha convexa para o eixo

“x”” seria o isobol infra-aditiva, indicando antagonismo parcial entre os firmacos; e a linha
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cOncava para o eixo “x” seria um isobol supra aditivo, correspondendo a um efeito
potencializador/sinérgico de uma droga em relagdo a outra (MESQUITA; TEMPONE;
REIMAO, 2014).

O tipo de interagdo entre as drogas ¢ frequentemente expresso em concentragao inibitoria
fracionaria (CIF). O CIF ¢ a concentracdo inibitoria (Clso) de cada droga em combinagao
dividida pela concentragdo inibitoria (Clso) da droga sozinha. A somatoéria dos CIFs
(O CIF=CIFa+ CIFB) expressa a extensao da interagdao, também denominado indice de
combinacdo. Dependendo da metodologia utilizada, observou-se problemas de
reprodutibilidade e classificagdo do tipo de associagdo. Assim, a interpretagdo mais
conservadora e mais recomendada pela literatura para o isobolograma ¢é: sinergismo (CIF
<0,5), antagonismo (CIF > 4,0) e aditivo ou indiferente (CIF > 0,5— 4,0) (MESQUITA
et al., 2014; ODDS, 2003; TALLARIDA, 2012).

Para o método isobolograma de propor¢ao fixa modificado por Fivelman, Adagu e
Warhurst (2004) e Mesquita e colaboradores (2014), utiliza-se dilui¢do em série de
proporgdes fixas de ambas as drogas, assim as concentragdes de cada droga sdo variadas
ao mesmo tempo, ao longo de um determinado intervalo de concentragdo pré-
determinada. Calcula-se a Clso de cada droga no ensaio, em seguida, calcula-se a
concentragdo maxima de cada droga, de forma que a terceira concentracdo seriada seja o
valor do Clso. Para ensaios in vitro, cada curva usualmente contem de 5 a 8 pontos, com
as seguintes propor¢des para os farmacos: 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4, 0:5. A partir destas
combinagdes, calcula-se o CIFs para cada propor¢do de combinagdo (4:1, 3:2, 2:3, 1:4),
e esses valores sdo utilizados na constru¢ao do isobolograma. Sao calculados os valores
da somatoria dos CIF (3.CIF = ClFdroga A+ ClFdroga B), @ média geral dos Y CIF (X} CIF)
e, a partir dessa média, determina-se a natureza da interacdo das drogas (FIVELMAN;

ADAGU; WARHURST, 2004; MESQUITA et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerada problema de saude publica mundial, com disseminacdo em dareas
anteriormente livres, novas epidemias em locais endémicos, a LV estd frequentemente
ligada a mas condic¢des habitacionais, pobreza, imunossupressao e urbanizacao (ORYAN;
AKBARI, 2016; WHO, 2018). Com altas taxas de mortalidade, ¢ a segunda parasitose
que mais leva ao o6bito no mundo. Estima-se 300.000 novos casos de LV com cerca de
20.000 a 30.000 mortes por ano (VON STEBUT, 2015). Outro desafio para o tratamento
da LV ¢ o aumento do numero de casos de coinfec¢des com HIV, uma vez que a terapia
atual tem demonstrado limitagdes, o que pode significar o desenvolvimento de possiveis
reservatorios de cepas resistentes (VAN GRIENSVEN et al., 2010; VON STEBUT,
2015).

O arsenal de farmacos utilizados no tratamento da LV ¢ limitado, e em alguns casos, o
mesmo farmaco vem sendo utilizado por mais de 70 anos. Porém, esses farmacos
apresentam limitacdes de uso, como elevada toxicidade e existéncia de parasitos

resistentes (VAN GRIENSVEN et al., 2010; WHO, 2018).

O desoxicolato de anfotericina b € toxico, e seu uso gera efeitos colaterais indesejaveis,
levando a reducdo da dose terapéutica. Ja a formulagdo lipossomal (AmBisome®), que é
consideravelmente menos toxica, € mais onerosa, inviabilizando o seu uso em muitos

casos, uma vez que a LV ¢ uma doenga primariamente de pessoas pobres.

A associacao de farmacos tem sido utilizada para tratamento de varias doencas,
principalmente HIV, tuberculose e céncer, e como estratégia para o controle da dor
(CHOU, 2006; CURATOLO e SVETICIC, 2002). A combinacao de farmacos tem
mostrado vantagens, como aumento da eficacia devido a interacdo sinérgica ou aditiva
dos compostos, redu¢do ou atraso de surgimento da resisténcia as terapias, menor custo e

menos efeitos indesejaveis (CORRAL et al., 2012; VAN GRIENSVEN et al., 2010).

Os produtos naturais sdo usados para tratamento de varias doencas € como fonte de
substancias ativas para producdo de novos farmacos, com relatos de uso desde o homem

primitivo (SALES; SARTOR; GENTILLI, 2015). A associa¢do da anfotericina b com
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produtos naturais ¢ uma alternativa para redug¢do da dose terapéutica da anfotericina b,

consequentemente reducao da toxicidade, mantendo a eficacia.

Estudos relacionados a associagdo de anfotericina b com produtos naturais podem
proporcionar avango no estudo e no tratamento da LV, aumentando a eficécia, tolerancia,

reduzindo o custo do tratamento e limitando a resisténcia aos farmacos.

Neste trabalho avaliamos in vitro a atividade leishmanicida de produtos naturais
(bisabolol, eugenol e lapachol) em associagdo com a anfotericina b, que € o farmaco mais
potente do mercado e avaliamos in vivo a atividade leishmanicida do produto natural que

apresentou melhor desempenho nos ensaios in vitro.



17
Objetivos

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito das associagdes entre produtos naturais com atividade leishmanicida e

anfotericina b em modelos in vitro e in vivo de leishmaniose visceral.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade leishmanicida dos produtos naturais bisabolol, eugenol e
lapachol,

e Avaliar a atividade leishmanicida, dos produtos naturais, com melhor indice
terapéutico, em combinagdes com anfotericina b em promastigotas de L. infantum;

e Estabelecer a citotoxicidade e o indice terapéutico dos produtos naturais e
anfotericina b in vitro;

e Determinar a interagdo farmacoldgica, in vitro, entre os produtos naturais e a
anfotericina b, em promastigotas de L. infantum;

e Avaliar a eficacia terap€utica da combinagdo mais eficaz in vitro, em modelo in

vivo de LV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parasitos e células

Nos ensaios conduzidos nesse projeto foi utilizado o parasito L. infantum cepa
MCAN/BR/2002/BH401, referéncia da OMS e células derivadas de hepatoblastoma
primario, HepG2 A16 proveniente do criobanco de células e parasitos do Laboratorio de
Bioensaios em Leishmania - Departamento de Parasitologia/I[CBIM-UFU, coordenado

pelo o Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva.

4.2. Animais

Todos os procedimentos de manipulagdo dos animais estao em acordo com os principios
éticos da experimentagio animal e foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal da UFU - CEUA/UFU (Protocolo CEUA/UFU n° 069/2013)
(ANEXO 1).

Foram utilizados camundongos BALB/c machos de 6 a 8 semanas de idade, provenientes
do Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal - CBEA/UFU. Os animais foram
mantidos no CBEA/UFU, sobre condi¢des adequadas de manejo técnico, com agua e
alimentacdo ad [libitum, de acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Medicina Veterindria, Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal - COBEA, e

Principles of Laboratory Animal Care — NIH/EUA.

4.3. Produtos Naturais

Os produtos naturais usados foram o bisabolol, eugenol e lapachol, adquiridos da Sigma-
Aldrich Co. LLC. (USA).

4.4. Ensaios in vitro

Os ensaios de eficacia e citotoxicidade in vitro foram realizados no Laboratorio de

Bioensaios em Leishmania do ICBIM/UFU.

4.4.1. Atividade leishmanicida contra promastigotas de Leishmania
infantum
A concentracao inibitoria (Clso) dos produtos naturais, bem como da anfotericina b foram

obtidas por ensaio de viabilidade celular a base de resazurina (CORRAL et al., 2013).
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Promastigotas de L. infantum (2,5 x 10° parasitos/pogo) em fase logaritmica de
crescimento foram adicionadas em placas de cultura celular de 96 pogos em meio a-MEM
completo (Minimum Essential Medium Eagle , suplementado 20mM de HEPES, 10% de
soro bovino fetal (SFB), 2mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de
estreptomicina) e incubadas a 26°C em estufa BOD (B.O.D. LUCA-161/01
LUCADEMA, Brasil). Os produtos naturais ¢ a anfotericina b (controle positivo de
tratamento) foram diluidos em meio a-MEM completo em diferentes concentragdes,
variando de 450uM a 7uM para o bisabolol, de 610uM a 10uM para o eugenol de 412uM
a 6uM para lapachol e de 0,54uM a 0,008 M para a anfotericina b. Parasitos ndo tratados
foram utilizados para comparagdo de viabilidade (controle negativo). Os produtos
naturais e a anfotericina b, em contato com os parasitos, foram incubados durante 48 h.
Quatro horas antes do término da incubacdo, foi adicionada solucdo de resazurina
(150pg/ml) (Sigma-Aldrich) a 10% v/v nos pogos, e as placas foram mantidas por mais
4h a 26°C na BOD. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia foi determinada em
espectrofluorimetro (Spectramax M2, Molecular Devices LLC, EUA) utilizando os
seguintes comprimentos de ondas: 550 nm de excitagdo e 590 nm de emissdo. A
intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades arbitrarias, foi utilizada para o calculo
da viabilidade celular. Todos os compostos foram testados em triplicata para cada

concentragdo e foram realizados trés experimentos independentes.

A Clso ¢ a concentragdo dos compostos testes capaz de gerar redu¢do de 50% no
crescimento dos parasitos, refletindo em uma reducdo de 50% no valor da intensidade de
fluorescéncia nos ensaios de resazurina, em relacao ao controle (parasitos incubados com

a-MEM completo, considerado 100% de viabilidade), calculada por analise de regressao.

4.4.2. Ensaio de citotoxicidade sobre a linhagem celular HepG2

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario humano, foi
cultivada em garrafas plasticas de cultura celular de 75cm? em meio RPMI completo
(RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB, 20mM de HEPES,
100U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). As células foram mantidas a
37°C, 5% de COz e 95% de umidade (CO2 Incubator MCO-19IAUV-PA, Panasonic
Corp., Japao). Subculturas (repiques) foram realizadas de trés a cinco dias, apds a
contagem de células viaveis pela metodologia de exclusdo por corante vital azul de tripan

(0,4% p/v) (Sigma-Aldrich).
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As células foram entdo incubadas (37°C, 5% de COz, 24 horas) em placa de 96 pogos, em
concentracio ajustada para 2x10* células/poco em meio RPMI completo, para aderéncia
aos pocos. Apos o periodo de incubagdo, o meio dos pocgos foi esgotado e adicionado os
compostos testes diluidos em RPMI completo nas concentragdes de 4500 uM a 70 uM
para o bisabolol, de 60.900 uM a 950 uM para o eugenol, de 165.104 uM a 2.580 uM
para o lapachol e de 1,56 uM a 100 pM para anfotericina b. As culturas de células
permaneceram expostas aos produtos naturais e anfotericina b durante 48 horas (37°C,
5% de COz). Apds o periodo de incubagdo, os pogos foram esgotados, e foi adicionada
solugdo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma Aldrich)
50ug/pogo. As placas foram incubadas por 1 hora e 30 minutos (37°C, 5% de CO»).
Passado esse periodo foi adicionado DMSO para solubilizar os cristais de formazan
gerados, e as placas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro (570nm)

(Spectramax M2) (DUTTA et al., 2005; MOSMANN, 1983).

Cada experimento foi repetido trés vezes, e a densidade 6tica (DO) foi obtida pelo valor
da média + desvio padrao das leituras das amostras, realizadas em triplicata nas placas,
subtraido do valor médio da DO dos pogos contendo somente células incubadas com meio

completo (considerado 100% de viabilidade).

A concentracdo citotoxica (CCso) corresponde a concentragdo dos compostos testes capaz
de gerar reducdo de 50% no crescimento das células, refletindo em uma reducao de 50%
no valor da DO nos ensaios de MTT em relacdo ao controle, calculada por andlise de

regressao linear a partir dos dados obtidos em cada experimento.

Foi determinado o indice terapéutico (IT) pela razdo CCso/Clso. As amostras que
apresentaram valor de IT maior que 10 foram consideradas eficazes e com agao seletiva

para e L. infantum (BEZIVIN et al., 2003).

4.4.3. Ensaios de interacdo farmacologica dos produtos naturais com

anfotericina b em promastigotas de Leishmania infantum

As interacdes entre os produtos naturais com melhor indice terapéutico (IT), e
anfotericina b in vitro foram avaliadas pelo método do isobolograma modificado
(REIMAO; TEMPONE, 2011; SEIFERT; CROFT, 2006). Resumidamente, os valores de
concentragdo inibitoria a 50% pré-determinados (Clso) das drogas individuais obtidos

contra promastigotas de L. infantum (item 4.4.1), foram utilizados para definir as
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concentragcdes maximas dos produtos naturais e da anfotericina b, de forma que com o
ponto de partida da dilui¢do seriada de base dois a concentracdo inibitéria a 50% (Clso)
ficaria proximo ao quarto pogo da placa. Assim as concentracdes maximas necessarias de
cada farmaco seriam 134,91 uM para o bisabolol; 825,52 uM, para o lapachol, 182,7 uM

para o eugenol e 0,32 uM para a anfotericina b.

A partir do Clso das associagdes foram calculados a concentragdes inibitérias fracionarias

(CIFs) esta da seguinte maneira: CIF de anfotericina b = CI5S0 do farmaco ou produto
natural em combinagdo/Clso farmaco ou produto natural sozinha. Em seguida foi
realizado a soma dos CIFs (3.CIFs [CIF anfotericina b + CIF eugenol], por exemplo)
(BERENBAUM, 1978). Os CIFs e > CIFs foram calculados para todas as combinagdes,
e os CIFs foram usados para construcdo de isobolograma. A média dos Y CIFs foi
utilizada para classificar a natureza da interagdo (MESQUITA et al., 2013; NUNES et al.,
2017). Sinergismo foi definido como média ) CIF <0,5; indiferenca ou aditividade como
média Y CIF entre 0,5 e <4; e antagonismo como média Y CIF> 4 (ODDS, 2003;
SEIFERT; CROFT, 2006).

Promastigotas em fase logaritmica de crescimento (2,5 x 10° parasitos/pog¢o) foram
adicionadas em placas de 96 pocos em meio a-MEM completo e incubadas a 26°C em
atmosfera de 5% de CO;. Os produtos naturais com melhor indice terapéutico (IT) e
anfotericina b foram diluidos em meio a-MEM completo em diferentes concentracdes e
combinagdes. As maiores concentragdes das solucdes seriam 134,91 uM para o bisabolol,
825,52 uM para o lapachol, 182,7 uM para o eugenol e 0,32 uM para anfotericina b,
foram preparadas nas propor¢des de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 (anfotericina b:produto
natural) e distribuidas nas placas testes, seguindo-se a diluicdo seriada das mesmas.
Parasitos ndo tratados foram utilizados para comparagdo de viabilidade (controle

negativo) (Figura 7).
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Figura 7 — Desenho esquematico de placa para ensaio de avaliagdo da associagdo entre os produtos naturais
e anfotericina b contra promastigotas de L. infantum. As cores representam as proporgdes testadas seguidas
de dilui¢do seriada, na razdo dois.

As combinagdes de produtos naturais e anfotericina b foram incubadas com os parasitos
durante 48 h. Quatro horas antes do término da incubacao, foi adicionada solucao de
resazurina a 10% v/v nos pocos e as placas mantidas por mais 4h a 26°C. Em seguida, a
intensidade de fluorescéncia foi determinada como descrito para os ensaios de atividade

leishmanicida em promastigotas (item 4.4.1). Os compostos associados foram testados

em duplicata para cada concentracao e foram realizados trés experimentos independentes.

4.5. Ensaio in vivo

4.5.1. Determinac¢ao da atividade anti-Leishmania in vivo

Para o ensaio in vivo de eficacia terapéutica foi selecionado o produto natural com melhor
desempenho nos testes de interacdo farmacologica. Foram utilizados camundongos
Balb/c machos, 8 semanas de idade e peso variando entre 20 — 25g. Os animais foram
infectados com 1 x 107 promastigotas de L. infantum cepa MCAN/BR/2002/BH401 (dia

0) em fase estaciondria de crescimento (cultura rica em formas metaciclicas).

Trinta dias apds a infeccdo (dia 30), os animais foram distribuidos aleatoriamente em
grupos, de acordo com a proposta terapéutica, conforme descrito a seguir:

Grupo 1: Seis animais que receberam, por via oral (p.o.), 200ul do produto
natural selecionado o (75mg/kg), diluido em agua e Tween 80 (10% v/v) durante 10 dias,
com intervalo de 24 horas entre cada aplicagdo. Dose e via de administracdo baseada na

literatura (ISLAMUDDIN et al., 2016);
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Grupo 2: Seis animais que receberam, por via intraperitoneal (i.p.), 200ul de
anfotericina b (Img/kg) solubilizada em PBS durante 10 dias com intervalo de 24 horas
entre cada aplicagdo; (MURRAY; HARIPRASHAD; FICHTL, 1996; SIFONTES-
RODRIGUEZ et al., 2015)

Grupo 3: Seis animais que receberam, via i.p., 200ul de anfotericina b (5Smg/kg)
solubilizada em PBS durante 10 dias com intervalo de 24 horas entre cada aplicacdo

(MURRAY; HARIPRASHAD; FICHTL, 1996; SIFONTES-RODRIGUEZ et al., 2015);

Grupo 4: Seis animais que receberam, associagao contendo 100ul de anfotericina
b (Img/kg) via i.p., solubilizada em PBS e 100ul do produto natural de melhor
desempenho p.o., diluido em agua e tween 80 durante 10 dias com intervalo de 24 horas
entre cada aplicagio (SIFONTES-RODRIGUEZ et al., 2015; ISLAMUDDIN et al.,
2016);

Grupo 5: Seis animais que receberam, por via oral, 200ul de solu¢do salina estéril,

a cada 24 horas, durante 10 dias.

Ap0s o tratamento, os animais foram mantidos no CBEA/UFU, onde receberam agua e
alimenta¢do balanceada ad /ibitum. Durante todo o experimento os pardmetros ingestao
de alimento e 4gua, comportamento, aspecto da pelagem e mucosas foram monitorados.

Vinte e quatro horas ap6s o término do tratamento os animais foram eutanasiados.

4.5.2. Determinacao de carga parasitaria por PCR quantitativa (QPCR)

Ap0s a eutanasia, figado e baco foram coletados, pesados e transferidos para tubos de
microcentrifuga estéreis para a determinacdo da carga parasitdria por qPCR, e
congelados a -20°C até o uso. As extracdes de DNA gendmico foram realizadas em
amostras de 20mg de cada 6rgao utilizando o kit RealiapPrep™ gDNA Tissue Miniprep

System (Promega Co., EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

As reagdes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems by
Life Technologies, EUA), em triplicata e processadas em termociclador (StepOne™
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, EUA). Para determinar as cargas
parasitarias foram utilizados iniciadores (direto L150 [5’-GGG (G/T)AG GGG CGT
TCT(G/C)CG AA-3’]ereverso L152 [5°-(G/C)(G/C)(G/C) (A/T)CT AT(A/T) TTA CAC
CAACCC C-3’]) que amplificam um fragmento de 120pb da regido conservada dos
minicirculos do kKDNA de Leishmania sp (DEGRAVE et al., 1994). As reagdes foram
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realizadas em 25uL de volume final contendo 100nM de cada iniciador, 1x GoTaq qPCR
Master Mix (Promega Co., EUA) e 50ng de DNA. O nimero de copias de DNA de L.
infantum em cada amostra foi determinado a partir de regressdo linear, na comparacao
com uma curva padrao, gerada com quantidades conhecidas de DNA de L. L. infantum

(MCAN/BR/2002/BH401), diluido sucessivamente na razio dez (107 até 10! parasitos).

O procedimento descrito acima foi também realizado para a amplificagdo de fragmento
do gene TNF-a de camundongos, utilizando os iniciadores (TNF-5241 5’
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3’ e  TNF-5411 5’ CAGCA
AGCATCTATGCACTTAGACCCC  3’), que amplificam fragmento de 170pb
(CUMMINGS & TARLETON, 2003). O gene TNF-a ¢ expresso de forma constitutiva
em todas as células e por este motivo foi utilizado para verificar a integridade do DNA

das amostras (BUSTIN et al., 2009).

Para a anélise dos resultados foram consideradas reagdes com eficiéncia entre 90-110%
e curva padrao com valores satisfatorios de coeficiente de correlagao entre as diluigcdes

do DNA dos parasitos € o Ct (> = 0,96-0,999) (BUSTIN et al., 2009).

4.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, em programas de pacotes
estatisticos GraphPad® Instat 5 (GraphPad Software Inc, EUA) e Origin® Pro 8.5
(OriginLab Corp, EUA).

Para calcular os valores de Clso e CCso, foram feitas regressoes nao lineares das médias
dos valores encontrados para cada concentragdo em, pelo menos, trés experimentos

independentes em triplicata.
O tipo de distribui¢do amostral foi verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Na andlise da carga parasitaria, foram procuradas diferencas entre o eugenol, a
anfotericina b e grupo controle utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de

comparag¢ao multipla de Dunn’s como post-hoc.

Em todos os testes foi observado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade leishmanicida dos produtos naturais em promastigotas de
Leishmania infantum e citotoxicidade em linhagem de hepatoma humano

(HepG2)

A atividade leishmanicida do bisabolol, eugenol e lapachol foi determinada a partir da
obtencao dos valores da concentracdo do produto natural ou da anfotericina b que reduziu
em 50% o crescimento dos parasitos (Clsp). Do mesmo modo, a citotoxicidade para
células HepG2 foi determinada a partir da concentragao do produto natural ou do farmaco
referéncia que reduziu em 50% a viabilidade celular (CCso). O indice terapéutico (IT)
para essas substancias e para a anfotericina b foi calculado por meio da razao entre o CCsp

e Clso (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de CCso determinados para células HepG2, valores de Clso
determinados para formas promastigotas de Leishmania infantum e indice terapéutico
(IT) apds incubacdo por 48 horas

Produto natural/ Farmaco Clso (uM) CCso (uM) IT

referéncia Média + desvio padrio

Bisabolol 20,01+ 1,84  1351,57 + 13,28 67,54
Eugenol 34,53+0,69  2183,58 + 38,25 63,24
Lapachol 136,04 +8,02  3402,14 + 63,43 25,00
Anfotericina b 0,056 + 0,02 40,07 + 1,58 715,53

Clso - promastigotas de L. infantum cepa MCAN/BR/2002/BH401
CCso — linhagem celular HepG2
IT — razdo entre CCso e Clso

Todos os produtos naturais testados apresentaram atividade contra L. infantum, além
disso, com base no indice terapéutico, maior que 10 para todos os produtos naturais, pode-

se afirmar que a agdo desses foi seletiva para os parasitos.

5.2. Interacdo farmacolégica dos produtos naturais com anfotericina b em

promastigotas de Leishmania infantum

Todos os produtos naturais testados contra promastigotas apresentaram indice terapéutico
(IT) maior do que 10. No entanto, foram selecionados o bisabolol e o eugenol, para os

ensaios de interacao farmacoldgica com promastigotas de L. infantum, por apresentarem
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os maiores indices terapéuticos. As Tabela 2 ¢ 3 mostra os resultados obtidos nesses
ensaios, apds 48 horas de incubacdo. Nos ensaios, a concentragdo inibitéria fraciondria
(CIF) de cada combinagdo foi analisado e variou de 1,30 a 1,69 para a combinagdo
anfotericina b e eugenol (tabela 2) e de 1,24 a 2,19 para a combinagao anfotericina b e
bisabolol (tabela 3). A média de Y CIF foi de 1,50 para a associacdo do eugenol e
anfotericina b e de 1,64 para a combinagdo da anfotericina b e o bisabolol. Conforme
mostram as Tabelas 2 ¢ 3 as médias dos Y CIF das combinagdes, 1,5 ¢ 1,64

respectivamente, ficaram dentro da faixa de aditividade ou indiferenca (3_CIF entre 0,5 ¢

<4).

Tabela 2 - Valores de Clso, CIF, Y CIF e X} CIF da associacdo entre eugenol com

anfotericina b promastigotas de Leishmania infantum

Proporcoes Clso (nM) CIF > CIF X> CIF
Anfb Eug Anfb Eug Antb Eug Anfb +eug
5 0 0,054 - - - -
4 1 0,066 9,56 1,21 0,09 1,30
3 2 0,066 25,21 1,21 0,23 1,45 1,50
2 3 0,064 55,17 1,17 0,51 1,69
1 4 0,039 90,31 0,71 0,85 1,56
0 5 - 100,2 - - -
Anfb — anfotericina b
Eug — Eugenol

Tabela 3 - Valores de Clso, CIF, > CIF e X} CIF da associagdo entre bisabolol com

anfotericina b promastigotas de Leishmania infantum

Proporcoes Clso (uM) CIF > CIF X> CIF
Anfb Bisab Anfb Bisab Anfb Bisab Anfb + Bisab

5 0 0,054 - - - -

4 1 0,065 6,92 1,19 0,05 1,24

3 2 0,072 20,32 1,32 0,15 1,47 1,64

2 3 0,094 61,33 1,72 0,47 2,19

1 4 0,052 89,94 0,95 0,69 1,64

0 5 - 130,27 - - -

Anf b — anfotericina b
Bisab — Bisabolol

A Figura 8 apresenta as curvas de concentra¢do dose-efeito referentes a inibicdo de

promastigotas de L. infantum para diferentes propor¢des de combinacdo (5:0, 4:1, 3:2,
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2:3, e 1:4, 0:5) entre a anfotericina b e o eugenol, produto natural que que apresentou a
média Y CIF mais proxima do sinergismo, totalizando seis curvas dose-resposta. De
maneira geral observamos nas curvas mudanga da direita para esquerda indicando uma
redugdo nos valores de Clso dos produtos testados quando em associa¢ao. A Figura 9
mostra o isobolograma que representa a interagao in vitro eugenol — anfotericina b contra

promastigotas de L. infantum.
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Figura 8 — Curvas de concentracdo dose-efeito referentes a inibigdo de promastigotas de L. infantum para
diferentes combinacdes de anfotericina b e eugenol.

5.3 Eficacia terapéutica in vivo

Os dois produtos naturais selecionados (eugenol e bisabolol) para ensaio de interagao
farmacologica com promastigotas de L. infantum, apresentaram média do Y CIF dentro
da faixa de indiferenc¢a ou aditividade. Contudo o eugenol foi selecionado para ensaios
de eficacia terapéutica in vivo por apresentar média do Y CIF mais proxima do sinergismo.
Por ser menos toxico que a anfotericina b, a dose utilizada do eugenol foi fixada com base
na literatura (ISLAMUDDIN et al., 2016). Para a associa¢do reduziu-se a dose da

anfotericina b a 20% (1mg/Kg/24h) daquela utilizada no tratamento padrao para o modelo
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murino utilizado neste trabalho (5mg/kg/24h) (MURRAY; HARIPRASHAD; FICHTL,
1996; MONZOTE-FIDALGO?2 et al., 2015).

Anfotericina b

Figura 9- Isobolograma representando interacéo in vitro da associagdo de anfotericina b e eugenol contra
L. infantum. A linha segmentada representa a faixa teorica ideal para o efeito aditivo

Houve boa tolerancia ao regime terapéutico, ndo havendo mudanga no comportamento,
no padrdo alimentar ou ingesta de 4gua durante todo o tratamento. Apds o término do
tratamento com o0s esquemas terapéuticos propostos, foi realizada a eutanasia dos
animais. Nao foram observadas alteragdes macroscopicas importantes durante a coleta do
baco e figado. A Figura 10 mostra o impacto das terapias propostas sobre a carga

parasitaria no figado e bago, determinada por qPCR.

O procedimento de infeccdo foi eficiente, os animais do grupo controle (grupo 5)
apresentaram alta carga parasitdria no figado (1,52 x 10° + 3,52 x 10* Leishmania/mg) e
no bago (8,4 x10* £ 2,53 x 10* Leishmania/mg). Houve reducio da carga parasitaria no
figado e bago na comparagdo entre os grupos tratados apenas com eugenol 75mg/kg ou
apenas com anfotericina b 1mg/kg (subdosagem), em relagdo ao grupo controle, sendo
que no grupo 1, tratado apenas com eugenol 75mg/kg a redugdo da carga parasitaria foi
maior que no grupo 2, porém essa diferenca ndo foi significativa estatisticamente. No
grupo tratado com a combinagdo eugenol 75mg/kg (p.o.) e anfotericina b Img/kg (i.p.)
houve reducao significativa da carga parasitaria do baco (p <0,05) e figado (p <0,01) em
relagdo aos animais do grupo controle. Os resultados sugerem que a combinagao entre

anfotericina b e eugenol foi capaz de induzir reducdo média da carga parasitaria do bago
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e do figado em 91% e 94%, respectivamente, sendo que o nimero médio de parasitos por
miligrama de baco (7,8 x10° Leishmania/mg) e figado (9 x10° Leishmania/mg) nos
animais deste grupo, foi 10,8 e 16,9 vezes menor, que o determinado para o bago (8,4
x10* Leishmania/mg) e figado (1,52 x 10° Leishmania/mg) dos animais do grupo controle
sem tratamento, respectivamente. De maneira similar, nos animais que foram tratados
com a anfotericina b (controle positivo de tratamento) houve redu¢do média da carga
parasitaria no baco (8 x 10° Leishmania/mg) e figado (4,5 x 10° Leishmania/mg) em
90,5% e 97%, respectivamente. O nimero médio de parasitos por miligrama de tecido foi
10,5 vezes menor no bago e 33,7 vezes menor no figado do que o determinado nos animais
do grupo controle. E importante notar que ndo houve diferenga estatistica entre a carga
parasitaria determinada no bago e figado dos animais tratados com o protocolo referéncia

(5m/kg/24h/10 dias) e os animais tratados com a associa¢do de anfotericina b em sub-

dose (1mg/kg/24h/ 10 dias) e eugenol (75mg/kg/p.0./24h/10 dias).
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Baco Figado

2.0%x10°7

1.5%10°7
#
1.5%10°
1.0%10°4 T

5.0%10% T

Leishmania/mg

Leishmania/mg

Figura 10 - Carga parasitaria no bago e figado de camundongos Balb/C infectados com 1 x 107
promastigotas de Leishmania (L.) infantum, apés tratamento com anfotericina b, eugenol e a combinagéo
entre essas drogas. Eugenol (75mg/kg/p.0./24h/10 dias). Anfotericina b desoxicolato (1mg/kg/ i.p./24h
/10dias) foi usado como controle de subdosagem. Anfotericina b desoxicolato (Smg/kg/i.p./48h/10dias) foi
utilizado como tratamento medicamentoso de referéncia (controle positivo de tratamento) e animais néo
tratados como controles de infecgdo. Carga parasitaria determinada por gPCR como descrito em Material
e Métodos. Os dados sdo apresentados como médias = EPM de cada grupo (n = 6). * p <0,05; #p <0,05; **
p <0,01, determinado pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagao multipla de Dunn como
post-hoc.
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6. DISCUSSAO

A LV ¢ uma doenga negligenciada intimamente relacionada a pobreza. E a segunda
doenca parasitaria que mata mais no mundo, ficando atras apenas da malaria. A OMS tem
dispensado esforcos com objetivo de reduzir a morbimortalidade e a prevaléncia da
doenga, principalmente em dareas endémicas (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006;
PACE, 2014). A OMS, assim como o Ministério da Satde do Brasil, orienta o diagndstico
precoce e tratamento dos pacientes. Embora o controle ndo se baseie em Uinica medida, a
principal estratégia continua sendo o tratamento (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006;
PACE, 2014).

Os antimoniais tém sido utilizados na terapéutica para LV ha mais de 70 anos. O uso
destes como primeira opgdo para o tratamento foi abandonado em algumas regides
endémicas, apos altas taxas de falha no tratamento (CHOUHAN et al., 2014; VAN
GRIENSVEN et al., 2010). O farmaco de segunda escolha, o desoxicolato de anfotericina
b, usado para tratar pacientes com contraindicacdo ou nao responsivos a terapia com os
antimoniais, apresenta necessidade de hospitalizag¢ao, duragdo do tratamento prolongada,
além da alta toxicidade. Parte das limitagdes do uso da anfotericina b foram superadas
pelas formulagdes lipossomais, que apresentam reduzida a toxicidade, porém, possuem
custo elevado. Sendo a terapia farmacoldgica a principal forma de controle da LV, sao
necessarios esquemas terapéuticos mais eficazes (BRASIL, 2014; CHOUHAN et al.,
2014; HAMILL, 2013; VAN GRIENSVEN et al., 2010).

As atuais terapias medicamentosas apresentam limitagdes, como toxicidade, elevado
custo e selecdo de parasitos resistentes, mas, sdo as unicas disponiveis. Este cenario
estimula a busca por novos farmacos ou novas estratégias terapé€uticas, como
reposicionamento e associa¢cdo de farmacos, sendo que esta ultima abordagem tem sido
utilizada ha algum tempo para doengas como tuberculose, HIV e mais recentemente, para
a maldria, na busca de contornar as limitagdes das terapias atuais (CORRAL et al., 2012;

OLLIARO, 2010; VAN GRIENSVEN et al., 2010).

Um critério importante no desenvolvimento de novos fairmacos com a¢do leishmanicida
¢ a busca por substancias com toxicidade menor que as drogas atualmente utilizadas
(ORYAN, 2015). Devido a isso, além de avaliar a eficacia dos produtos naturais sobre L.

infantum foi avaliada a citotoxicidade destes compostos, por MTT.
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Estudos prévios mostram baixa toxicidade as células pelo eugenol, sendo relatado
auséncia de toxicidade do eugenol em macréfagos murinos, células THP-1 modificadas,
dentre outras, mesmo em concentragdes elevadas deste produto natural (ISLAMUDDIN
et al., 2016). No presente ensaio, o CCso do eugenol foi de 2183,58uM, para as células
HepG2, assim as concentragdes utilizadas (2,03 uM a 986,6 uM) ndo apresentaram
comprometimento e / ou modificacdo nas células. Esse resultado estd de acordo a
literatura, que sugere baixos niveis de toxicidade do eugenol linhagem de células HepG2
(toxicidade inicial a partir de 260 uM ) (YOO et al., 2005; YOUNG et al., 2006). O
lapachol e o bisabolol também apresentaram citotoxicidade relativamente baixa em

HepG2 (COSTA et al.,, 2017; ROCHA et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2001).

Trabalhos anteriores mostram atividade leishmanicida de produtos naturais, Corpas-
Lopez et al. (2015) apresentam ensaios in vitro € in vivo, com o uso de bisabolol, com
inibi¢do de crescimento dos parasitos e reducdo da carga parasitaria nos modelos de
infec¢do, assim como Teixeira et al. (2001) e Dutra et al. (2017) demonstraram em seus
trabalhos atividade contra Leishmania usando lapachol e eugenol (CORPAS-LOPEZ et
al., 2015; DUTRA et al., 2016; ISLAMUDDIN et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2001).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que todos os produtos naturais testados
apresentaram atividade contra as formas promastigotas e baixa citotoxicidade, resultando
em IT > 10. Assim o eugenol, o bisabolol e o lapachol foram considerados com atividade
seletiva contra L. infantum, in vitro. Como os resultados de IT> 10 sugerem que estas
substancias sdo promissoras contra L. infantum, estudos devem ser realizados para

verificar sua eficacia in vivo.

A combinagdo e reposicionamento de drogas ¢ considerada uma abordagem promissora,
por causa dos beneficios que ela pode proporcionar (SEIFERT; CROFT, 2006). O melhor
resultado de combinagao para este ensaio foi a proporg¢ao de 1 parte de anfotericina b para
4 partes de eugenol, quando sozinha a anfotericina b apresentou o Clso de 0,051uM,
quando associada ao eugenol reduziu em 28% o Clso da anfotericina b em relacdo a
utilizagdo desta isoladamente. Ao reduzir a dose terapéutica de determinado
medicamento, provavelmente, reduz-se a toxicidade relacionada ao seu uso (ALVAR;

YACTAYO; BERN, 2006).
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Os valores do indice de combinagdo (XCIF) que expressam a extensdo da interacao,
variaram de 1,31 a 1,69 para a combinacao anfotericina b e eugenol, e de 1,25 a 2,22 para
a combinagao anfotericina b e bisabolol, ambos sendo considerados como efeito aditivo
ou indiferente. Da mesma maneira os valores médios de XXCIF (1,51 para o
eugenol:anfotericina b e 1,65 para o bisabolol:anfotericina b), estavam dentro da faixa de

aditividade ou indiferenga (ODDS, 2003; MESQUITA et al., 2014).

A terapia de combinacdo de drogas vem sendo utilizada para tratar diversas doengas como
cancer, tuberculose e maldria, e tem se mostrado uma abordagem mais eficaz do que a
monoterapia. Seifert e Croft (2005) associaram drogas utilizadas convencionalmente em
monoterapia para LV, enquanto outros autores como Tiwari et al (2017), Corral et al
(2014) e Stepanovi¢ et a/ (2003) avaliaram, in vitro, a combinacdo de produtos naturais
com drogas referencias para o tratamento de LV e outras doengas, com bons resultados

na andlise das combinacdes pelo método do isobolograma.

Os resultados de combinag@o da anfotericina b, droga referéncia, com produtos naturais
(eugenol e bisabolol) apresentados neste trabalho, reforcam a tendéncia atual de
abordagem terapé€utica baseada na associacdo de compostos para o tratamento da LV.
Além disso, utilizar combinacao de drogas e produtos naturais, pouco toxicos e de baixo
custo de obtengdo e preparo, que possuem mecanismos de acdo diferentes seria uma
opcdo promissora a ser explorada para o tratamento da LV, visando aumentar a eficacia

e minimizar a possibilidade de selecdo de parasitos resistentes.

Apos avaliagdo dos resultados dos ensaios in vitro, o eugenol foi selecionado para o
ensaio de avaliagdo terapé€utica in vivo, por apresentar o valor da média X) CIF mais
proximo do sinergismo. Além disso, a literatura sugere que o eugenol apresenta acao
leishmanicida in vivo, inducdo da imunidade celular, é bem tolerado e ndo induz
toxicidade hepatica ou renal nos animais, endossando os resultados obtidos em culturas

de célula. (ISLAMUDDIN et al., 2016)

O esquema terapéutico escolhido foi bem tolerado, os animais ndo apresentaram alteragcdo
no comportamento, padrao alimentar e ingesta de agua durante todo o tratamento, também
nao foram observadas lesdes macroscopicas nos 0rgaos, apos a eutandsia. Os ensaios de
associagdo de drogas buscam aumento da eficacia terapéutica, mas ha a preocupacdo da

potencializacdo de efeitos colaterais das drogas associadas, como a toxicidade hepatica e
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renal. Com o objetivo de avaliar a toxicidade hepatica e renal, amostras de plasma foram
colhidas no momento da eutandsia para posterior determinacdo dos niveis séricos das

transaminases hepaticas, proteinas totais e fracdes, uréia e creatinina.

Trabalhos de associa¢do de farmacos, em diferentes modelos de doengas, tem obtido
resultados promissores como de Corral ef al (2014), Tiwari et al (2017) ou Wang, Kong
e Ma (2018), sugerindo a adogao de novos regimes terapéuticos mais eficazes. Nosso
trabalho demonstrou de forma inédita que a associag¢ao da anfotericina b na concentragao
de Img/Kg com eugenol 75mg/Kg foi capaz de obter resultado semelhante ao tratamento
com anfotericina b 5mg/Kg (terapia de referéncia) em modelo murino de LV.
Demonstramos que esta proposta terap€utica foi capaz de induzir reducdo significativa na
carga parasitaria no bago e figado dos animais tratados, quando comparados com o grupo
controle. De maneira surpreendente, os resultados da associa¢do na reducdo de carga
parasitaria nestes 0rgaos foram semelhantes aos obtidos pelo tratamento padrdo, que usa
doses de anfotericina b de Smg/kg, cinco vezes maior que quando usada em associacao
com o eugenol (1mg/kg). Esses resultados sugerem, um efeito aditivo ou sinérgico entre
a anfotericina b e o eugenol para o tratamento da LV, confirmando os resultados os

obtidos nos ensaios in vitro.

Mais pesquisas sao necessarias com objetivo de verificar a dose ideal para a combinagao
e mecanismo de acdo da associagdo, que nos permita propor um esquema terapéutico mais
eficaz para o tratamento da LV. Entretanto, nossos resultados sugerem que a abordagem
baseada na associag¢do de farmacos e produtos naturais pode ser uma maneira de reduzir
a dose de anfotericina b de forma eficaz e segura, por reduzir a sua toxicidade, mantendo

ou maximizando seu o efeito terapéutico, para o tratamento da LV.
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7. CONCLUSOES

Os produtos naturais eugenol, bisabolol e lapachol apresentaram atividade contra
L. infantum;

Os produtos naturais eugenol, bisabolol e lapachol apresentaram baixa
citotoxicidade;

Todos os produtos naturais apresentaram IT maior que 10 para a espécie testada;
O bisabolol e o eugenol apresentaram efeito aditivo/indiferente para a associagao
com anfotericina b em promastigotas de L. infantum;

A associagdo entre eugenol 75mg/kg com sub dose de anfotericina b 1mg/Kg
apresentou reducdo significativa na carga parasitaria no figado e no baco de
camundongos com leishmaniose visceral apds o tratamento, em relacdo ao grupo
ndo tratado, sendo a reducdo semelhante a obtida utilizando o tratamento

convencional de referéncia (anf b Smg/Kg).
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