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RESUMO

A Leishmania amazonensis, espécie transmitida principalmente na regido
amazobnica, esta associada com a presenca de lesdes cuténeas locais e a quimioterapia
€ a principal forma de controle da doenga, ja que vacinas efetivas ainda necessitam ser
desenvolvidas. Neste contesto, tem havido uma intensa busca por compostos sintéticos
ou produtos naturais com potencial para o tratamento da leishmaniose que evite a
exposicao de pacientes a drogas potencialmente toxicas.

A prépolis € uma resina que abelhas coletam de diferentes exsudatos de
plantas. Ela apresenta muitas atividades farmacologicas e ja vém sendo utilizada para o
tratamento de diversas doencas.

No presente trabalho, avaliamos a atividade leishmanicida da Anfotericina B,
Glucantime, Miltefosina e dos imunoestimuladores Propinobacterium acnes (P. acnes) e
Polyinosinic-Polyribocytidylic acid (Poly IC) no modelo in vitro em condicées de hipdxia
(6% 0O2) e de Glucantime, propolis e P. acnes no modelo in vivo em condi¢cdes de
hiperdxia (100% Oz a uma pressao de 2.5 ATA).

Primeiramente, nds descrevemos o efeito da Anfotericina B, Glucantime,
Miltefosina, P. acnes e Poly IC em condicdes de normédxia e hipdxia. Em condicoes
hipoxicas, todos os compostos foram menos efetivos em macréfagos peritoneais
infectados com L. amazonensis.

Avaliamos também o efeito de diferentes tratamentos no modelo in vivo de
infecgcdo com L. amazonensis na regido do dorso. Nossos resultados mostram a analise
dos efeitos do extrato etandlico de prépolis vermelha tipificada, assim como dos géis de

propolis e papaina, Glucantime e P. acnes isolados ou juntamente com o tratamento
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hiperbarico. Grupos de camundongos BALB/c tratados com Glucantime, Glucantime e
HBO ou Glucantime e gel de prépolis apresentaram uma diminuicdo significativa do
tamanho das lesGes, comparado com as lesdes de animais do grupo controle.

Diferencas significativas entre os tecidos das lesbes de camundongos
infectados com L. amazonensis e nao tratados, tratados com gel de propolis, gel de
papaina, Glucantime, Glucantime e gel de propolis ou P. acnes, submetidos ou néo a
HBO foram observadas através da analise histopatoldgica.

Finalmente, investigamos a producdo das citocinas INF-y e IL-4 por
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados com gel de HBO,
propolis, Glucantime, Glucantime e gel de prépolis ou Glucantime e HBO. O Unico grupo
de camundongos a apresentar uma produgao de INF-y maior que o grupo controle foi o
grupo tratado com Propaina. Nao foi observada a producdo de IL-4 nos grupos

analisados.



ABSTRACT

L. amazonensis, a species transmitted mainly in the Amazon region, which is
associated with localized cutaneous lesions and chemotherapy remains the mainstay for
the control of leishmaniasis, as effective vaccines have yet to be developed. In this
context, there is an intense search for potential new synthetic compounds and natural
products for the treatment of leishmaniasis that avoids exposure to potentially toxic
drugs.

Propolis is a resinous substance that honey bees collect from different plant
exsudates. It posses versatile valuable pharmacological activities and has, to date, been
taken in internal and external dosage forms for the treatments of various diseases. In
this work we evaluated the leishmanicidal activity of Amphotericin-B, Glucantime,
Miltefosine and the immunostimulatory Propinobacterium acnes (P. acnes) e
Polyinosinic-Polyribocytidylic acid (Poly IC) in vitro under hypoxic (6% O2) and of
Glucantime, propolis and P. Acnes in vivo under hyperoxic conditions (100% O at a
pressure of 2.5 ATA).

First, we describe the effect of Amphotericin-B, Glucantime, Miltefosine and
the immunostimulatory P. Acnes and Poly IC under normoxic and hypoxic conditions.
Under hypoxic condition all compounds were less efective in L. amazonensis infected
peritoneal macrophages.

We also evaluated the role of different treatment in a in vivo model of rump
infection, with leishmaniasis. We describe the effects of ethanolic extract of typified
Brazilian red propolis sample, red propolis and papain gel, Glucantime and the

imunomodulator P. acnes with or with out the HBO terapy. For this reason, we have



performed a longitudinal analysis in the expanding lesions of the susceptible BALB/c
mouse. BALB/c mice treated with Glucantime, a combinated therapy of Glucantime and
HBO or Glucantime and propolis gel showed significant delay in lesion development and
reduction in lesion parasite burdens compared with control mice.

Significant differences in the tissue pathology between red propolis and
papain gel, Glucantime and P. acnes with or without the HBO terapy and untreated mice
were observed by the end of treatments.

Finally, we investigated the citokyne production by BALB/c mouse infected
with L. amazonensis and treated with propolis gel, Glucantime and HBO terapy. Propolis
gel was the only treatment that increases the INF-y productin. We do not observe IL-4

production in the tested groups.
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1.1 O parasita

A Leishmania spp. € um protozoario pertencente a familia trypanosomatidae
(STEBUT, 2007). O género Leishmania foi criado por Ross em 1903 a partir das
observagdes feitas por Cunnigham (1885), Leishman (1900) e Donovan (1903)
(GONTIJO & CARVALHO, 2003), recebendo a denominacao de Leishmania donovani o
parasita causador do calazar, em homenagem aos estudos realizados por Leishman e
Donovan (MEDEIROS & ROSELINO, 1999).

A leishmaniose humana esta presente em quatro continentes, sendo
endémica em 88 paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento (AWASTHI et al.,
2004, STEBUT, 2007). O namero global de individuos infectados segundo a estimativa
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é de 12 milhdes, com aproximadamente dois
milhdes de novos infectados por ano. Cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em
areas endémicas; e assim essa parasitose é considerada uma das mais importantes
doengas tropicais infecciosas. No Brasil , a leishmaniose é doenca de notificacao
compulséria e estima-se o aparecimento de 20.000 a 40.000 casos clinicos por ano
(World Health Organization; Ministério da Saude). Em 2005 foram relatados 24.291
casos de leishmaniose tegumentar americana e 3.203 casos de leishmaniose visceral,
com 525 mortes entre 2004 e 2005 (Ministério da Saude). Outro fato significante para a
saude publica em relagdo a leishmaniose é a reativacdo de infeccdes subclinicas
assintomaticas em individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (World
Health Organization).

A Leishmania apresenta uma forma flagelada e extracelular - promastigota,

encontrada no inseto vetor e uma forma imével e intracelular - amastigota, presente no
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interior de células do sistema fagocitico mononuclear de hospedeiros vertebrados
(BOITZ & ULLMAN, 2006).

O inseto vetor do género Phlebotomus (presente no Velho Mundo) ou
Lutzomyia (presente no Novo Mundo) infecta-se quando suga o sangue de um individuo
infectado ou reservatério animal. O parasita Leishmania, em sua forma amastigota,
com aspecto arredondado e com 3-7 ym de didmetro vive em macrofagos. O flebétomo
ingere macroéfagos infectados durante o repasto sanglineo e os amastigotas sao
liberados no estbmago do inseto. Os amastigotas se transformam em promastigotas,
uma forma movel, flagelada e alongada (10-20 pm). Em seguida os promastigotas
migram para o trato alimentar do inseto, onde vivem no meio extracelular e se
multiplicam por divisdo binaria. Quando o inseto finalmente realiza o repasto sanguineo
em um mamifero hospedeiro, inocula os promastigotas de Leishmania juntamente com
a saliva (Fig. 1). Uma vez no hospedeiro, os promastigotas sdo fagocitados pelos
macrofagos onde rapidamente revertem para a forma amastigota, sobrevivem
multiplicando-se dentro dos macréfagos, lisando estas células. Os amastigotas
liberados séo fagocitados por outros macréfagos, continuando o ciclo (AWASTHI et al.,

2004).



Figura 1. Esquema mostrando o ciclo de vida da Leishmania (CL = leishmaniose
cutanea; VL = leishmaniose visceral) (World Health Organization).
1.2 Vetor

Os hospedeiros invertebrados sao pequenos insetos da ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (NEVES, 2000). Segundo REY (2001)
das 300 espécies ja descritas nas Américas, muito poucas sao responsaveis pela
transmissdo da leishmaniose, tal como ocorre nos outros continentes. Apenas dois
géneros sao realmente importantes:

* _ Phlebotomus — onde estdo todos os transmissores de leishmanioses
da Africa, Europa e Asia. Os flebétomos apresentam ampla
distribuicdo geografica, sendo vistos sob as mais diversas condicdes
climaticas e de altitude e em ambientes silvestres, rurais e até

urbanos;



e |utzomyia — compreende a maioria das espécies e quase todas
aquelas cujas fémeas picam o homem. Neste género encontram-se
todos os vetores de leishmanioses das Américas.

No Brasil, sdao popularmente denominados como asa branca, birigui,
cangalhinha, flebétomo (ou frebote), mosquito palha e tatuquira (NEVES, 2000).

Os flebétomos de importancia médica e veterinaria medem de 2 a 4 mm de
comprimento; apresentam o corpo densamente coberto de pélos finos, as vezes,
apresentando escamas intermescladas sobre as asas e esternitos abdominais. Também
sdo caracteristicas: posicdo da cabeg¢a formando um éangulo de 90° com o eixo
longitudinal do térax; quando vivos e em repouso as asas sdo mantidas divergentes em
posicao semi-ereta; as pernas sdo compridas e esbeltas, e a extremidade posterior do
abdomem é bem diferenciada — nos machos é bifurcada e nas fémeas é pontuda ou
ligeiramente arredondada (NEVES, 2000).

Unicamente as fémeas adultas sdo hematéfagas, mas elas se alimentam
também de sucos vegetais, como o fazem regularmente os machos (REY, 2001). O
crescimento parasitario s6 sera abundante se, apds o repasto sanglineo infectante, a
fémea vier a alimentar-se de sucos vegetais ou de substancias agucaradas. Essas
substancias vao facilitar a proliferacdo dos promastigotas no tubo digestivo do inseto,
criando condi¢des para a transmissao da infecgéo, pois a fémea fortemente parasitada,
quando voltar a picar, acaba por regurgitar algum sangue com flagelados que haviam se
acumulado no intestino anterior ou no proventriculo. Se, em lugar disso, houver nova
refeicdo de sangue, por volta do quarto ou quinto dia, os flagelados degeneram-se ou a

infeccao torna-se leve (REY, 2001).



A atividade dos flebotomineos é predominante crepuscular ou noturna. As
fémeas picam as pessoas até cerca de meia-noite, ou ao amanhecer. Durante o dia,
ficam em lugares tranquilos, sombrios e umidos, protegidos do vento. Nas florestas e
em lugares sombrios, as fémeas mostram-se ativas mesmo durante o dia. Alimentam-se
do sangue de animais domésticos e silvestres, picando, sobretudo pequenos roedores e
répteis (REY, 2001).

O combate aos flebotominios mediante inseticidas de acgédo residual € a
medida fundamental para o controle da leishmaniose. Outros recursos séo o tratamento
dos pacientes, a eliminagcdo de caes parasitados e a protecdo contra a picada dos
insetos (REY, 2001).

Com raras excecbes, as leishmanioses constituem zoonoses de animais
silvestres, e mais raramente domésticos, incluindo roedores, marsupiais (gamba),
edentados (tatus, tamandua, preguiga), canideos e mesmo primatas. O homem também
pode representar um hospedeiro, mas parece nao ter um papel importante na
manutencao dos parasitas na natureza (GONTIJO & CARVALHO,2003; NEVES, 2000).

A Leishmania amazonensis (L. amazonensis), espécie que utilizamos neste
trabalho, circula entre pequenos roedores da floresta e alguns marsupiais, mas é pouco
encontrada entre os homens devido ao fato de seu principal vetor ser pouco antropéfilo.

A doenga é encontrada tanto no meio rural como nas cidades, se bem que sua

incidéncia em todas as formas é maior no primeiro (REY, 2001).



1.3 As leishmanioses

A leishmaniose tem sido tradicionalmente classificada em diferentes classes
de acordo com as sindromes béasicas da doenca (HERWALDT, 1999; MELBY, 2002).
Diferentes espécies de Leishmania parecem idénticas, mas sao geralmente distinguidas
por caracteristicas clinicas e geograficas. A genética e imunocompeténcia do
hospedeiro podem ser igualmente importantes para algumas espécies do parasita
(HANDMAN, 2001). Estudos dos padrdes isoenzimaticos, analise de restricdo de
fragmento de DNA, e de caridtipos cromossomais tém delineado novas espécies,
particularmente no Novo Mundo.

No homem, a doencga apresenta-se, pelo menos, com quatro manifestacoes
clinicas: lesdes cuténeas limitadas, lesdes cutaneas difusas, lesbes mucocutaneas e
lesbes viscerais que se nado tratadas séo fatais (DESJEUX, 2004).

A L. amazonensis causa principalmente lesées cutdaneas (WEIGLE &
SARAVIA, 1996), estando associada com a leishmaniose cutdnea e também com a
leishmaniose difusa na América do Sul (GRIMALDI & TESH, 1993).

O curso clinico da leishmaniose cutanea é complexo devido a variabilidade do
periodo de incubagcdo, da infeccdo subclinica, cura espontanea, propagacao
metastéatica, reativagao, reinfeccoes e lesdes cronicas (WEIGLE & SARAVIA, 1996). A
L. amazonensis foi recentemente isolada de pacientes com diversas formas de
leishmanioses incluindo cutanea, mucosa, difusa e visceral (BARRAL et al., 1991;
BARRAL et al., 1986; SAMPAIO et al., 1985). Os mecanismos patoldgicos responsaveis
pela variedade de efeitos da infeccdo em humanos nao sao completamente entendidos;
apesar disso, acredita-se que pode ser desenvolvida uma imunidade a reinfecgdo em

pacientes com leishmaniose cutanea (CAMPBELL et al., 2003).



1.4 Aspectos da patogenia das lesoes cutaneas

A patogenia inicial de qualquer das leishmanioses humanas é sempre
representada por um quadro inicial inflamatério, com comprometimento de células do
sistema monocitico fagocitario, formando um nédulo na porta de entrada de infeccao do
parasita (NEVES, 2003). Os promastigotas inoculados sao fagocitados por macréfagos
teciduais (histiocitos) e se diferenciam em amastigotas que se multiplicam no interior do
vacuolo parasitoforo, culminando na primeira manifestacdo clinica, o ndédulo papular
(WEIGLE & SARAVIA, 1996). Este ndédulo é produzido por uma massa dérmica
contendo macrofagos parasitados e infiltrado linfocitico (GHERSETICH et al., 1999).
Esse nddulo pode regredir e curar-se dentro de poucos dias, permanecer estacionario
por semanas ou evoluir rapidamente para Ulceras. Essas variacbes dependem de
fatores imunolégicos, genéticos e da espécie de Leishmania envolvida (MURRAY et al.,
2005; NEVES, 2003). Na incapacidade da célula hospedeira destruir os amastigotas, a
infeccao tende a se cronificar e devido a persisténcia e aumento da carga parasitaria, o
infiltrado linfocitico inicial € substituido por um denso infiltrado de macréfagos altamente
parasitados levando a formag¢do de um granuloma macrofagico (MORAES & SILVEIRA,
1994). As lesdes ulceradas geralmente se curam espontaneamente e sao suscetiveis
ao tratamento, como é caso das lesdes provocadas por L. amazonensis.

Nas lesdes cutaneas difusas provocadas por L. amazonensis, caracterizadas
pelo aparecimento de nddulos, papulas e tubérculos no rosto e membros e que
raramente ulceram, também se observa abundancia de macréfagos infectados, raros
linfécitos e aspecto de granuloma macrofagico (GHERSETICH et al., 1999; GRIMALDI
& TESH, 1993; WEIGLE & SARAVIA, 1996). Em lesdes crbnicas de cura mais lenta,

macrofagos contendo amastigotas e o infiltrado inflamatério levam a formacao de
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nédulos dérmicos com manifestagdes clinicas diversas facilmente confundidas com
doencas cronicas de pele como a psoriase, varicela e carcinomas de pele (SILVEIRA et
al., 2004; WEIGLE & SARAVIA, 1996).

O processo de infeccdo e multiplicacao intracelular do parasita, frente a
incapacidade do hospedeiro em diminuir a carga parasitaria, pode levar a formagéao de
um infiltrado de células mononucleares e a formacdo de granuloma. Este processo
infeccioso deve resultar em areas de perfusdo inadequada e consequente hipdxia

tecidual.

1.5 Controle das leishmanioses

O controle das leishmanioses esbarra no fato dela ser uma zoonose, sendo
0s animais silvestres e domésticos potenciais reservatorios para o parasita. O
crescimento urbano desordenado também tem causado muitas dificuldades no combate
ao fleb6tomo (HANDMAN, 1999).

O controle da leishmaniose visceral tem sido feito através da eliminacdo de
caes soro positivos e da aplicacdo de inseticida em areas peridomésticas. Em 1997,
Killick-Kendrick et al., demonstraram que coleiras plasticas impregnadas com o
inseticida deltamethrin protegeram os caes de 96% das picadas do Phlebotomus
pernicious, durante oito meses. Segundo David et al., 2001, se as coleiras impregnadas
com deltamethrin mostram uma protecao efetiva contra a picada de flebotomineos em
cachorros, deve-se adotar um procedimento muito simples para controlar esse
reservatdrio animal. Ao invés de matar os caes soro-positivos, as coleiras seriam mais

simples e efetivas na sua protecédo (DAVID et al., 2001).
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Até o momento ndo existe disponivel nenhuma quimioprofilaxia nem
imunoprofilaxia (vacina) que proteja contra a leishmaniose cutanea. A primeira medida
de controle deve ser evitar a picada do inseto vetor através de telas impregnadas com
repelentes e inseticidas. Entretanto, medidas individuais n&o produzem uma prote¢ao
estatisticamente significante, sendo necessaria uma combinagcdo das medidas para
produzir um efeito protetor cumulativo. Como forma de controle, deve-se também,
diagnosticar os casos da doenca e fazer o acompanhamento destes pacientes (BAILEY

& LOCKWOOQOD, 2007).

1.6 Resposta imune do hospedeiro

A leishmaniose é um perfeito exemplo da interagdo parasito-hospedeiro.
Através de anticorpos IgG e de fibronectinas, ocorre o fenbmeno de adesado dos
promastigotas metaciclicos a superficie dos macréfagos, que possuem receptores para
a porcao Fc das IgG presentes no local. Os promastigotas aderem a algumas moléculas
de superficie como CR1, CR3 e C3b antes de serem internalizados (NEVES, 2003;
AWASTHI et al., 2004).

Imediatamente apds a inoculagdo dos parasitas no hospedeiro vertebrado,
um processo inflamatorio local € iniciado, envolvendo um acumulo de células no local
(BIEL et al., 1992; SUNDERKOTTER et al.,, 1993). Neutrofilos ou polimorfonucleares
sao as primeiras células a migrarem para o local da infec¢ao, fagocitando a Leishmania.
Uma vez ingerido por macréfagos, alguns parasitas sdo destruidos por enzimas
proteoliticas armazenadas em granulos especiais € pela producao de espécies reativas
de oxigénio. O neutréfilo comecga a secretar quimiocinas como IL8, essencial para levar

mais neutroéfilos ao local da infec¢do. Dois ou trés dias depois mondcitos/ macrofagos
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chegam ao local da infecgdo, e dentro de poucos dias passam a predominar nessa
regiao (AWASTHI et al., 2004).

Os linfocitos T “helper” (Th) tém um importante papel na resposta imune.
Duas subpopulagdes funcionalmente distintas de linfécitos T CD4, Th1 e Th2, tém sido
identificadas baseado no perfil de citocinas promovido pelo préprio estimulo antigénico.
A presenca de IL-12 promove a diferenciacdo de linfécitos Th em Th1, que produzem
grandes quantidades de interferon-y (IFN-y) e IL-2. Essas células estdo associadas a
resposta imune celular conferindo protecdo durante a infecgdo por Leishmania como
mostrado na figura 1 (GHERSETICH et al., 1999).

A IL-12 é uma citocina pré-inflamatéria produzida por fagécitos e células
apresentadoras de antigeno (mondcitos, macréfagos, neutréfilos, microglias e células
dendriticas) (TRINCHIERI, 2003). Por outro lado, a presenca de IL-4 e IL-10, regula a
diferenciacdo de linfécitos Th2, que por sua vez, produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e que
associadas com a imunidade humoral conferem susceptibilidade a Leishmania através
da inibicdo da producéo de IFN-y e de IL-12 pelos macrofagos (Fig. 2) (CUNNINGHAM,
2002; GHERSETICH et al., 1999). Os dois mediadores mais bem descritos e envolvidos
na morte do parasita por macrofagos ativados com IFN-y e fator de necrose tumoral-a
(TNF-o) s&o os intermediarios reativos de nitrogénio como o Oxido nitrico e o
peroxinitrito (KANE & MOSSER, 2000; LINARES et al., 2001).

Alguns estudos realizados em sistema in vitro, tém mostrado que macrofagos
sofrem mudancgas apds a infeccdo, como por exemplo, o aumento da resisténcia a

apoptose, a diminuicdo da expressdao de moléculas MHC e a inibicdo da producgao de
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intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) (OVERATH & AEBISCHER,
1999).

A presenca dos amastigotas no hospedeiro induz resposta imune do tipo
celular e humoral. Entretanto, o grau dessas respostas e sua capacidade defensiva sao

muito variaveis (revisto por ALEXANDER & BRYSON, 2005; NEVES, 2003).

~

Inseto & Hospedeiro vertebrado

Promastigota

Figura 2. Esquema mostrando as possiveis vias de resposta imune do hospedeiro vertebrado
a Leishmania (modificado de ALEXANDER & BRYSON, 2005).
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1.7 A leishmaniose murina induzida por L. amazonensis

No estudo das respostas imune contra a leishmaniose, assim como no
desenvolvimento de quimioterapias e para entender a interface droga-sistema imune, o
modelo murino de camundongos isogénicos é a melhor escolha. Para essa escolha do
modelo animal sdo observadas as semelhancas fisiolégicas com o humano, além de ser
um animal de facil acesso em laboratério (AWASTHI et al., 2004).

A evolugédo da leishmaniose em humanos varia de individuo para individuo,
enquanto modelos animais podem sempre apresentar um perfil uniforme da doenca
(AWASTHI et al.,, 2004). A leséo induzida por L. amazonensis é facilmente avaliada,
sendo caracteristica a presenca de lesdes cutaneas elevadas com centro ulcerado em
linhagens murinas susceptiveis como BALB/c, sendo caracterizadas por um grande
numero de amastigotas em divisdo e migracao de células inflamatérias (McELRATH, et
al., 1987).

Existem dois modelos murinos que vém sendo estudados para a infeccao
com Leishmania, baseado em sua resisténcia e suscetibilidade ao parasita.
Camundongos da linhagem C57BL/6 controlam a infeccdo com L. amazonensis,
apresentando uma resposta imune predominante do tipo Th1. Células Th1 secretam IL2
e IFN- y, essa ultima linfocina tem a capacidade de ativar o macréfago para que
expresse a enzima iNOS, e catalize a formacédo de 6xido nitrico, molécula capaz de
matar os amastigotas intracelulares (Fig. 2).

Um segundo modelo murino utilizado sdo os camundongos BALB/c, uma
linhagem suscetivel a L. amazonensis, que apresenta resposta imune predominante do

tipo Th2, linfocitos que secretam IL4, IL5 e IL10. Esse tipo de resposta limita as funcdes
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de Th1 via IL4 e IL10, e desativam o macréfago (AWASTHI et al., 2004), como
mostrado na figura 2.

Na grande maioria dos trabalhos inocula-se L. amazoensis pela via
subcutanea no coxim plantar de uma das patas traseiras (ARRAIS-SILVA et al., 2006).
Em poucos trabalhos usa-se inocular o parasita pela via subcutanea na regiao do dorso
(McELRATH, et al., 1987), modelo que provavelmente é mais parecido com o humano.

Outro modelo convencionalmente utilizado para a pesquisa da leishmaniose é
o modelo in vitro, que auxilia na avaliacao dos resultados. Para isso, pode-se utilizar
cultura de parasita ou de célula infectada. Em nosso recente trabalho foram testados
extratos etandlicos de prépolis brasileira em cultura de macréfagos infectados com L.
amazonensis além da cultura de ambas as formas deste parasita para avaliacao de seu

efeito leishmanicida (AYRES et al., 2007).

1.8 Tratamento das leishmanioses

Apesar do uso medicinal de compostos de antiménio ja ser conhecido desde
a Antiguidade para fins terapéuticos, somente em 1912, Gaspar Vianna observou que
os antimoniais trivalentes eram eficazes na terapéutica da leishmaniose tegumentar
americana (PONTE-SUCRE et al., 2006).

A quimioterapia usualmente utilizada para o tratamento da leishmaniose esta
longe de ser satisfatéria. O tratamento para a leishmaniose € baseado no antimonial
pentavalente, que vem sendo utilizado had mais de 60 anos, sob duas formas: o
antimoniato de N-metilglucamina e o stibogluconato de so6dio, (CROFT & COOMBS,
2003; GONTIJO & CARVALHO, 2003, NATERA et al., 2007; revisto por ASHUTOSH et

al., 2007). O antimonial € indicado para tratamento de todas as formas de leishmaniose
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tegumentar, embora as formas mucosas exijam maior cuidado, podendo apresentar
respostas mais lentas e maior possibilidade de recidivas. Os efeitos colaterais mais
frequientes sdo mialgia, inapeténcia, cefaléia, febre, vomitos, tontura e inchago no local
da aplicacdo. A cardio, nefro e hepatoxicidade dos antimoniais constituem uma
importante limitacdo ao seu uso. Além disso, apresenta elevado custo, sendo muitas
vezes dificil sua obtencdo em regides endémicas (rural). Em algumas regidées como a
india, tem se tornado comum a resisténcia a essa droga, tornando 0 seu uso pouco
efetivo (World Health Organization). Estes farmacos também sao contra indicados para
individuos com alergia a drogas, mulheres gravidas e criangcas (ARMIJOS et al., 2004;
GONTIJO & CARVALHO, 20083).

Provocado pelo aumento de problemas clinicos do tratamento com
Glucantime na india e pela imunodeficiéncia humana conferida por virus (HIV), o uso
alternativo de agentes leishmanicidas, primeiramente a Anfotericina B, cresceu
substancialmente. A Anfotericina B, fungicida de reconhecida acao leishmanicida,
tornou-se a droga de segunda escolha, empregada quando nao se obtém resposta ao
tratamento com antimonial (GONTIJO & CARVALHO, 2003). Sabe-se que a
Anfotericina B apresenta agdes intrinsecas imunoestimuladoras, as quais podem mediar
alguns efeitos antifungicos intracelular. Algumas dessas agdes incluem a liberacéo de
citocinas como IFN- y, que aumentam a inducdo de iINOS e/ou producao de ROI por
macréfagos (MURRAY & DELPH-ETIENNE, 2000). A Anfotericina B também induz a
liberagdo de TNF-a, outra citocina com efeito leishmanicida (MURRAY & DELPH-
ETIENNE, 2000).

Os efeitos colaterais da Anfotericina B mais comuns incluem nauseas,

vémitos, febre, insuficiéncia renal, anemia e altera¢cdes cardiacas. A cardio e
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nefrotoxicidade impedem seu uso fora do ambiente hospitalar (GONTIJO &
CARVALHO, 2003). Entretanto, novos farmacos tém sido criadas nos ultimos anos para
o tratamento de leishmaniose, incluindo Am-Bisome®, a excelente formulagéao
lipossomal de Anfotericina B de custo elevado.

A Miltefosina, farmaco utilizado para o tratamento de cancer, foi aprovada
como a primeiro farmaco oral para o tratamento da Leishmania visceral na india e esta
sendo testada para a cura da leishmaniose cutanea na Colémbia (CROFT et al., 2003;
STEBUT, 2007; PONTE-SUCRE et al., 2007; THAKUR et al, 2007). Ela pode ser
utilizada tanto por pacientes que respondem como para agueles que néo respondem ao
tratamento com antiménio (SUNDAR et al., 1999). Os indices de cura da leishmaniose
visceral estdo entre 94-97% com poucos efeitos colaterais. Infelizmente, foi observada a
reincidéncia de L. amazonensis em alguns pacientes (SINGH, S. & R. SIVAKUMAR,
2004), aléem do desenvolvimento de resisténcia do parasita a Miltefosina no modelo in
vitro (ESCOBAR et al., 2002; SEIFERT et al., 2003). Apesar de apresentar boa eficacia,
a Miltefosina € muito cara e apresenta uma longa vida no corpo humano, o que pode
levar ao surgimanto de cepas resistentes (revisto por ASHUTOSH et al., 2007,
SEIFERT et al., 2003).

A resisténcia a farmacos (antimoniais pentavalentes, como Glucantime)
utilizadas tradicionalmente na terapia contra as leishmanioses, aliada aos efeitos
colaterais destes compostos fazem com que alternativas efetivas, seguras e baratas ao
tratamento sejam estudadas (HERWALDT, 1999; PONTE-SUCRE et al., 2007).

Durante a ultima década, alternativas de tratamento para a leishmaniose tém
sido registradas e se tornado disponiveis em alguns paises, como india e Colombia,

entretanto muitos desenvolvimentos nesta area estao relacionados a reformulacao de



17

farmacos ja existentes. Isso porque a biologia do parasita e a resposta imunolégica do
hospedeiro permanecem em parte desconhecidas (NATERA et al., 2007; MISHRA et al.,
2007).

Devido a facilidade na utilizacdo dos modelos in vivo e in vitro de infec¢ao
com Leishmania, a eficiéncia de varios compostos e de protocolos de vacinacdo tem
sido testados. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica as vacinas
experimentais contra leishmaniose em geragdes. Na primeira geracao estdo as vacinas
compostas por parasitas mortos e BCG (Bacilo Calmette-Guérin), por outro lado, as
chamadas vacinas de Segunda geracdo utilizam processos mais sofisticados como o
desenvolvimento de parasitas avirulentos, microrganismos modificados geneticamente
ou subunidades com capacidade antigénica (World Health Organization). Os estudos
continuam, no entanto ainda ndao ha drogas mais eficientes ou vacinas humanas
disponiveis para o combate desta importante parasitose, a leishmnaiose (revisto por
HANDMAN, 1999). Apds 25 anos de pesquisa, foi licenciada a primeira vacina contra a
leishmaniose visceral canina pelo Ministério da Agricultura do Brasil. A vacina
Leishmune é produzida pela Fort Dodge Animal Health e é a primeira vacina contra a
leishmaniose visceral canina disponivel no mundo (DANTAS-TORRES, 2006).

Ha uma intensa busca por compostos sintéticos ou produtos naturais com
potencial para o tratamento da leishmaniose. Nas ultimas décadas tém ocorrido um
movimento denominado “back to Nature”, o qual, na area de desenvolvimento de
farmacos tem sido bem visto devido ao sucesso obtido na terapéutica (NEWMAN et al.,
2003; MACHADO et al., 2007). Na literatura ha muitos relatos da acdo de diversos
extratos naturais, principalmente extraidos de plantas de zonas tropicais apresentando

efeito leishmanicida, por exemplo, Hygrophila guianensis, Jacaranda caucana e Otoba
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parviflora (FOURNET et al., 1996; AKENDENGUE et al., 1999; WENIGER et al., 2001;
FOURNET & MUNOZ, 2002).

Nos préximos itens apresentaremos dados da literatura e observacoes
relacionadas a acdo de compostos e tratamentos que foram testados nos modelos

murino e in vitro da leishmaniose.

1.9 Prépolis

A propolis € uma resina produzida pelas abelhas para vedar e esterilizar
colméias e tem sido objeto de estudo ha varios anos (BANKOVA et al., 2000). Além
disso, a propolis é utilizada ha séculos na medicina popular e a falta de efeitos
colaterais nos diversos tratamentos indica a sua inocuidade. A composi¢cao da prépolis
varia de acordo com as plantas encontradas em regides especificas (SAWAYA et al.,
2004). A prépolis brasileira, por exemplo, apresenta uma composi¢cao quimica incomum,
com respeito a amostras do resto do mundo. InUmeros compostos ja foram identificados
e caracterizados em propolis brasileiras, tais como &acidos prenilados, ligninas e
terpenos (MARCUCCI et al., 2000).

As suas propriedades anti-sépticas, cicatrizantes e antiinflamatérias tém sido
pesquisadas. Por exemplo, a propolis aumenta a atividade de células natural killer
contra células tumorais (SFORCIN et al. 2002), modula a producdo de o6xido nitrico e
peroxido de hidrogénio em macréfagos peritoneais nos modelos in vitro e in vivo (ORSI
et al., 2000) e aumenta a atividade fungicida destas células (MURAD et al. 2002). O
extrato etandlico de prépolis também atua na resposta imune estimulando a producgao
de anticorpos (SCHELLER et al., 1988). O acido cinamico, um dos componentes da

propolis, atua na defesa do hospedeiro estimulando a proliferacdo de linfécitos e a
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producao de IL-1 e IL-2 (IVANOVSKA et al., 1995). Além disso, investigacdes clinicas e
experimentais tém demonstrado que o extrato de prépolis apresenta propriedades
antiparasitarias (FREITAS et al., 2006). Estudos demonstraram que prépolis tem acao
no modelo in vitro contra Trypanozoma cruzi (DE CASTRO & HIGASHI, 1995; DE
CASTRO, 2001), Giardia duodenalis (FREITAS et al., 2006), Trichomonas vaginalis
(STARZYK et al., 1977) e promastigotas de Leishmania (MACHADO et al., 2007).

Recentemente, compostos polifendlicos derivados de produtos naturais foram
reconhecidos por suas propriedades anti-tumorais (SUGANUMA et al., 1999; KURODA
& HARA et al., 1999), anti-inflamatéria e antioxidante (MARTINEZ & MORENO, 2000;
CHAN et al., 2000). O cafeato de feniletila (Caffeic acid phenethyl ester - CAPE), por
exemplo, € um composto fendlico e ativo componente da prépolis européia e de zonas
temperadas do planeta. Diversas pesquisas tém demonstrado que o CAPE tem efeito
antiproliferativo e induz a apoptose de diversas linhagens de células tumorais
(NOMURA et al., 2001; NAGAOKA et al., 2002), além de reduzir a formacao de tumor
quando incluido na dieta alimentar (MAHMOUD et al., 2000).

Através do estudo da composicdo quimica da propolis, € possivel dividi-las,
segundo a sua origem, em grandes regides geogréficas, pode-se assim, delinear um
perfil quimico de diferentes amostras e estabelecer padrdes de qualidade (MARCUCCI
et al., 2007). Para o processo quimico de tipificacao de varias substancias presentes na
propolis brasileira, emprega-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) identificando-se e quantificando-se com precisdo os diferentes compostos
presentes. A separacao por cromatografia liquida é capaz de identificar os componentes
majoritarios de amostras de propolis (marcadores principais). O processo inclui a

entrada de dados em uma planilha para a quantificacdo das substancias identificadas
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por CLAE e também estabelece a tipagem da amostra pela quantidade de cada
componente préprio da composicao quimica da proépolis brasileira. A identificacdo dos
constituintes da propolis, muitos deles possuindo atividade antibacteriana, antimicoética,
antiradicais livres e antitumoral, abre um caminho para a utilizacdo da prépolis brasileira
tipificada pela industria farmacéutica (MARCUCCI et al., 2007).

Nossos dados recentes demonstraram que amostras tipificadas de quatro
tipos propolis brasileiras foram efetivas em reduzir a infecgéo in vitro de macréfagos
infectados com amastigotas de L. amazonensis sem apresentar efeito téxico nas
culturas celulares (AYRES et al. 2007; Pedido de patente protocolo 018060007317). O
extrato de propolis vermelha foi o mais efetivo e o seu uso para o tratamento de
macrofagos ndo causou nenhum dano celular, como demonstrado pelo teste de

viabilidade celular (MTT) (AYRES et al., 2007).

1.10 Imunoestimuladores

O uso de imunoestimuladores, isto é, substancias que atuam no sistema
imune também é uma alternativa para a terapia contra a leishmaniose. A cura da
leishmaniose € dependente do desenvolvimento de uma resposta imune efetiva
mediada por linfécitos T tipo Th1 que ative macrofagos a produzirem intermediarios de
nitrogénio para matar amastigotas (AWASTHI et al., 2004). Neste contexto,
detalharemos a seguir alguns compostos imunoestimuladores que foram testados nos

modelo in vitro e in vivo de leishmaniose durante este trabalho.
1. Propinobacterium acnes (P. acnes): P. acnes é bacilo Gram-positivo, pertencente
a microflora tecidual. Quando essa suspensao bacteriana é administrada em

humanos ou animais experimentais, induz efeitos biolégicos que modulam a
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resposta imune inata e adquirida (ANANIAS et al., 2007). A administracdo de
suspensao de P. acnes morto em camundongos aumenta a atividade fagocitica e
tumoricida de macroéfagos apresenta efeito adjuvante na resposta por anticorpos
e aumenta a resisténcia a infecgdes por diferentes patdégenos, incluindo o
Trypanosoma cruzi e L. major (HILL, 1987; BRAGA, et al., 2003; MUSSALEM et
al., 2006).

Estudos recentes demonstraram que o tratamento de camundongos BALB/c com
suspensao de P. acnes promove resposta do tipo Th1 envolvendo a producéo de
IL12 e IL18, que induzem a liberacdo de IFN-y e aumento de lgG2a, inibindo a
expressao de linfécitos Th2. Além disso, a reducao seletiva de células CD4+NKT
e citocinas de Th2, particularmente |IL4, também foi observada (BRAGA et al.,
2003).

. Polyinosinic-Polyribocytidylic acid (Poly IC) induz resposta do tipo Th1 com o
aumento da producao de mRNA de IFN-y, IL2 e IL6 (VICTORATOS, 1997).
Experimentos demonstraram que hamsters infectados com amastigotas de L.
donovani desenvolveram a capacidade de eliminar patégenos intracelulares
quando tratados com stibogluconato (Stibanato) combinado com polyinosinic-
polycytidilic acid estabilizado com polilisina e carboximeticelulose (poly ICLC), um
potente indutor de IFN-y e da resposta imune juntamente com L-arginina.
Resultados sugerem que baixas doses de Stibanato e poly ICLC mais L-arginina
promovem uma inibicdo contra L. donovani em hamsters. Entretanto, quando os
dados foram combinados, foi observada uma significante inibicdo sem apresentar

efeito téxico (BHAKUNI, 1999).
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1.11 Relevancia da hipdxia

Considerando-se a diferenca no efeito de drogas antineoplésicas e
tratamentos quimioterdpicos em situagcdes de hipdxia (KOCH et al., 2003) e o
microambiente hipdxico durante a leishmaniose (ARRAIS-SILVA et al., 2005b), a
avaliagdo da resposta a diferentes tratamentos neste microambiente torna-se
importante.

Diversas caracteristicas de lesdes, tumores, reacdo de hipersensibilidade
tardia do tipo 1 e leishmaniose, tais como o aumento da demanda metabdlica de
infiltrado leucocitario no tecido inflamado, microcirculacdo e proliferacdo celular,
resultam em ambiente hipéxico (LEWIS, et al. 1999). O microambiente hipéxico, fator
presente em tecidos lesionados, foi reconhecido como um estimulo metabdlico
especifico ou sinal de resposta celular (LEWIS et al., 1999).

Diversas caracteristicas das lesbes causadas por Leishmania sp. em
humanos e animais como o ambiente microcirculatério, proliferacdo parasitaria e
infeccao bacteriana secundaria e a demonstracao de que o fator de transcrigéo induzido
por hipéxia (HIF-1a) é expresso em lesbGes cutdneas de camundongos suscetiveis
infectados com L. amazonensis (EL-ON et al., 1992; GRIMALDI & TESH, 1993;
GIORGIO & BARAO, 1998; ARRAIS-SILVA et al., 2005b) s&o fortes indicadores de uma
reducdo na tencao de oxigénio intralesional (hipdxia). A hipdxia in vitro altera a resposta
de macréfagos a L. amazonensis e bactérias gram-positivas (COLHONE et al., 2004;
PEYSSONNAUX, 2005).

Em condigdes fisioldégicas, as células em organismos pluricelulares

necessitam de oxigénio para obtencdo de energia. Em tecidos normais, a tensdo de
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oxigénio (ou pressao parcial de oxigénio, pO,) varia de 20 a 70 mmHg (2,5% a 9% de
Oy). Diante desta ampla faixa de tensdo de oxigénio em tecidos saudaveis, torna-se
dificil estabelecer um valor universal que defina a hipoxia. Assim, uma definicao mais
funcional incluiria o conceito de que a hipdxia ocorre quando o fornecimento de oxigénio
€ insuficiente para a demanda do tecido, ou ainda, a hipéxia é uma diminuicao local na
tenséo de oxigénio (PAPANDREQU et al., 2005; QU et al., 2005).

Enfim, a hipdxia celular pode surgir de circunstancias fisioldgicas tais como
exercicios fisicos ou viagens para locais mais elevados, bem como de condi¢des
patofisioldgicas. A diferenca € que enquanto as circunstancias fisiolégicas resultam
freqientemente em uma hipoxia branda e transitéria, a condicdo patolégica resulta em
um déficit de oxigénio mais severo e por um longo periodo de tempo (PAPANDREQOU et
al., 2005).

O efeito da hipoxia na acdo de farmacos foi testado por Koch et al. (2003)
utilizando drogas como Cisplatina, Oxaliplatina, Mitomicina C e Carboplatina em trés
linhagens de células tumorais. Os resultados mostraram que, sob condigdes hipdxicas
(1% de Oy) todas as drogas testadas foram menos efetivas. No entanto, o impacto da
hipéxia na quimiosensibilidade dependeu fortemente da linhagem celular estudada.

Exemplos de classes de farmacos funcionalmente afetados pela hipoxia
incluem os agentes alquilantes tais como melfalan e antibiéticos como a bleomicina
(YUN et al., 2004). A hipéxia também afeta a eficiéncia de farmacos cuja agéo depende
do dano oxidativo, como por exemplo, a Anfotericina B. Segundo Sokol-Anderson et al.
(1986) a evidéncia para este papel do oxigénio na toxicidade da Anfotericina B foi
comprovada pela drastica redugcao na lise de protoplastos de Candida albicans vista sob

condigdes de hipdxia. Os efeitos da hipdxia nos farmacos e conseqientemente na
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progressao de tumores fizeram com que testes in vitro fossem desenvolvidos para
predizer as concentracoes terapéuticas dos agentes quimioterapicos em condi¢coes de
hipoxia fisiolégica (GRIGORYAN et al., 2005).

A hipoxia experimental parece induzir a adaptagdo em macréfagos como
migracao diferencial, aumento de citocinas proinflamatérias e atividade de enzima
glicolitica, além da diminuicdo na fagocitose de particulas inertes (DEGROSSOLI et al.,
2004).

Os macrofagos séo células que se acumulam no centro ou nas adjacéncias
de areas hipdxicas e pouco vascularizadas de tecidos lesados (revisto por LEWIS et al.,
1999). A hipbxia é uma situacao a que os macrofagos se adaptam alterando o seu
metabolismo, a producdo de linfocinas proé-inflamatérias, de proteinas de choque
térmico e da enzima iNOS e as atividades exociticas, endociticas e fagociticas (LEWIS

et al. 1999).

1.12 Oxigenacao hiperbarica

A terapia com oxigénio hiperbarico (HBO) é definida como um modelo de
tratamento médico no qual, os pacientes ficam totalmente fechados em uma camara
respirando 100% de oxigénio a uma pressao maior que uma atmosfera absoluta (ATA).

A terapia hiperbarica é feita expondo o paciente a uma pressao barométrica
maior do que a pressao ambiente (1 atmosfera absoluta ou 1 ATA), onde o paciente
respira 100% de oxigénio (OTER et al., 2005). A pressdao maxima aprovada e a duracao
da HBO usada clinicamente é de 3 ATA e 120 minutos (FELDMEIER, 2003) e a pressao
geralmente utilizada clinicamente varia de 1,8 a 2,8 ATA por 60-90 minutos

(BENEDETTI et al., 2004).
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A hiperoxia (pO2 340-760 mmHg; 45-100% O2) e a oxigenagao hiperbarica -
HBO (pO2 > 760 mmHg) tém sido utilizadas com sucesso para o tratamento de varias
infecgbes in vivo e em alguns estudos in vitro. Apesar de eficaz para o tratamento de
varias patologias (ostiomielite, ulceras cronicas e lesées traumaticas), a suplementagéo
de oxigénio ainda é controversa na terapia de outras doencas infecciosas (GARNER et
al., 1989; MOON & CAMPORESI, 1999). A exposicdao a HBO leva a um aumento do
oxigénio dissolvido no sangue e consequentemente de espécies reativas de oxigénio
(ROS) no sangue e tem sido usada com sucesso para o tratamento de uma grande
variedade de condic¢des clinicas relacionadas a hipéxia (FELDMEIER, 2003). A eficacia
do tratamento depende do aumento do oxigénio dissolvido no sangue (por exemplo:
isquemia - dano por reperfusdo, infeccdes tissulares, necrose por radiacdo, cura de
lesGes) ou da exposicado a alta pressao (por exemplo: embolismo) (JAIN, 1996).

A utilizagdo da HBO baseia-se no fato de que tecidos infectados ou lesados
apresentam micro-areas com baixa concentracdo de oxigénio (hipoxicas), que se
expandem devido a perfusdo deficiente e ao aumento do consumo de oxigénio por
células e microrganismos infectantes em proliferacdo. Desta maneira, a HBO
proporciona 0 aumento da solubilidade do oxigénio no plasma a um nivel suficiente para
que os tecidos retirem o minimo de oxigénio carregados pelas hemoglobinas (KINDALL,
1999), elevando os niveis sistémicos e locais do oxigénio necessario para a produgao
de adenosina trifosfato (ATP), para a sintese de proteinas e para a producdo de
espécies reativas das quais o0 oxigénio € o substrato. Os efeitos colaterais da hiperdxia
e HBO em humanos, animais e em células de mamiferos s&o controversos (GARNER
et al., 1989; MONN & CAMPONESI, 1999). Altas concentracdes de oxigénio sdo toxicas

para os pulmbes, e os tratamentos prolongados com doses excessivas de HBO
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provocam complicagdes respiratérias agudas (MONN & CAMPONESI, 1999). Outros
resultados demonstraram que o tempo de tratamento com HBO é crucial para a
sobrevivéncia de células e para a indugao de citocinas; a linhagem celular U937, por
exemplo, nas primeiras duas horas de exposi¢cdo a HBO produziu quantidades elevadas
de TNF, IL1 e IL6; periodos mais prolongados de tratamento inibiram a sintese destas
citocinas, mas induziram a secrecao de IL8 (DEDHIA et al., 1993; DESMARQUEST et
al., 1998; BURAS et al., 2006). Buras et al. (2006) demonstraram que camundongos
que apresentavam septicemia, quando submetidos a HBO (2,5 atm absolutas)
apresentaram um aumento na secrec¢ao de IL-10. Macréfagos alveolares em culturas
hiperéxicas tem indices de fagocitose baixos, mas quando retornam a ambiente
norméxico, produzem mais ROI e fagocitam mais eficientemente (DEDHIA et al., 1993).

O aumento de O, é toxico para varios parasitas, como Giardia intestinales,
Entamoeba histolytica e Pneumocystis carinii (GILLIN & DIAMOND, 1981; PESANTI,
1984).

Como j& mencionado, diversas caracteristicas das lesGes causadas por
Leishmania em humanos e animais como alteracées da microcirculacdo, proliferacéo
parasitaria, infecgdo bacteriana secundaria (EL-ON et al.,, 1992; GRIMALD & TESH,
1992, GIORGIO & BARAO, 1998) e a demonstracdo de que o fator induzivel por
hipéxia-1oo (HIF-1a) € expresso em lesbes cutdneas de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis (ARRAIS-SILVA et al., 2005b) s&o fortes indicadores do
microambiente hipdxico nas lesdes. A terapia com oxigénio hiperbarico (HBO) aumenta
0s niveis de oxigénio sistémico e do tecido e atua como um tratamento adjuvante em

(CLARK & MONN, 1999). A exposicao a HBO diminui a hipdxia tecidual, restaura o
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oxigénio necessario para um normal metabolismo oxidativo e estimula o reparo e
angiogenese, assim como a sintese de citocinas e fator de crescimento (LA VAN &
HUNT, 1990; TANDARA & MUSTOE, 2004).

A Leishmania, apesar de possuir defesas antioxidantes, tais como a
expressao de superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e TSA (thio-
specific antioxidant protein) (WEBB et al., 1998) ¢é lisada por intermediarios reativos de
oxigénio (AUGUSTO et al., 1996). Recentemente, ndés demonstramos que HBO é toxica
para amastigotas e promastigotas de L. amazonensis e pode reduzir a susceptibilidade
de macréfagos a infeccéo in vitro por Leishmania (ARRAIS-SILVA, et al., 2005a). Foi
demonstrado também que o tratamento com HBO é capaz de inibir a proliferagéo de L.
amazonensis, pela diminuicdo da suscetibilidade de macréfagos infectados (ARRAIS-
SILVA et al., 2005a) e reduzir o tamanho da lesdo de animais infectados e expostos
diariamente a HBO durante 20 dias, assim como o0s niveis de parasitemia quando
infectado na pata (ARRAIS-SILVA et al., 2006). Porém, ndo existem dados, até o
momento, que demonstrem a acdo da HBO em camundongos infectados com
Leishmania na regido do dorso.

O efeito adjuvante de HBO na acdo de farmacos (nitrocompostos), o efeito
positivo no tratamento de infecgdes por bactérias e fungos, a observacao de poucos
efeitos toxicos em pacientes, animais e células, a agéo leishmanicida in vitro e in vivo e
a susceptibilidade da Leishmania a ROI, sdo os principais fatores que sugerem uma

atividade terapéutica de HBO nessa parasitose.
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OBJETIVOS
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O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito de drogas utilizadas na
clinica (Glucantime, Anfotericina B e Miltefosine), imunoestimuladores e prépolis nos

modelos in vitro e in vivo da leishmaniose sob diferentes condi¢cdes de oxigénio.

Objetivos especificos:

1. Avaliar se diferentes farmacos (Glucantime, Anfotericina B e Miltefosine) e
imunoestimuladores (P. acnes e Poly IC) agem diferentemente em macréfagos
infectados com L. amazonensis em ambiente hipdxico e norméxico;

2. Padronizar a infecg@o no dorso de camundongos BALB/c com L. amazonensis;

3. Avaliar o pré tratamento de camundongos BALB/c com extrato etandlico de
propolis brasileira tipificada e a seguinte infeccdo com amastigotas de L.
amazonensis;

4. Avaliar o tratamento adjuvante de camundongos com Glucantime (farmaco
utilizado na clinica), P. acnes ou gel feito com amostra tipificada de propolis
brasileira e oxigenacao hiperbarica, analisando a evolugdo e os padroes
histopatoldgicos da leséo;

5. Avaliar a produgao de citocinas por camundongos submetidos a HBO e tratados

com Glucantime e propolis.
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MATERIAIS E METODOS



Lista de compostos utilizados e procedéncias:

Anfotericina B

Concanavalina A (Com A)

Gentamicina

Giemsa

Glucantime

Hepes

Meio RPMI 1640

Miltefosina

Polyinosinic-Polyribocytidylic acid (Poly 1C)

Soro fetal bovino

' Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA.

2 Sanofi-Aventis, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

% Nutricell, Campinas, Sao Paulo, Brasil.

* Cayman, Ann Arbor, Michigan, USA.

31

Sigma’
Sigma
Sigma
Sigma
Aventis®
Sigma
Nutricell®
Cayman*
Sigma

Nutricell
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3.1- Animais
Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas com idade entre
quatro e seis semanas, SPF (Specific Patogen Free), fornecidos pelo Centro Multi-
Institucional de Bioterismo — CEMIB/UNICAMP foram mantidos no Isolador do
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas durante o decorrer dos experimentos.
Este trabalho foi aprovado pela comissdo de ética do Instituto de Biologia

(CEEA - IB - UNICAMP), protocolo 1356-1, 26 de setembro de 2007.

3.2- Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado nas culturas de parasitas, macréfagos e células
de linfonodos foi o RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
inativado a 56°C durante uma hora, 20mM de bicarbonato de sédio, 10mM de tampao

HEPES e 25 ug/ml de gentamicina.

3.3- Obtencao e cultura de macrofagos peritoneais murinos

Camundongos BALB/c foram sacrificados por deslocamento cervical. Com o
auxilio de seringa estéril descartavel, injetou-se 10 a 15 mL de solucéo salina estéril
suplementada com Gentamicina no peritdneo do camundongo; o abdémen do animal foi
massageado cuidadosamente e a pele rebatida. Novamente introduziu-se a seringa na
cavidade peritonial do animal para a retirada do exsudato, armazenando-o em frasco
imerso em banho de gelo. O nimero de células foi contado em camara de Neubauer,

considerando-se que 50 a 60% das células obtidas sédo de macrofagos (BARBIERI et
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al., 1993; AYRES et al.,, 2007). Em placas de cultura de 24 pocos (Corning, TRP),
contendo laminulas redondas de 13 mm de didmetro (Glass Técnica) previamente
esterilizadas, cerca de 5 x 10° macréfagos foram incubados por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds a adesdo dos macrofagos nas laminulas o exsudato foi retirado e
adicionou-se meio RPMI 1640. A cultura foi mantida em estufa incubadora a 37<C, 5%

COz, 21% O, (COLHONE et al., 2004; ARRAIS-SILVA, et al., 2005a).

3.4 - Parasitas

O parasita Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/M2269) foi mantido no
laboratério nas formas amastigota e promastigota. Os amastigotas foram mantidos em
camundongos BALB/c, linhagem susceptivel a infec¢do, sendo os camundongos
infectados subcutaneamente no coxim plantar de uma das patas traseiras (GIORGIO et
al., 1998). Os amastigotas foram retirados de lesées desenvolvidas nas patas, atraves
de raspagem com bisturi estéril em solu¢do salina contendo gentamicina (25 mg/L). A
suspensdo obtida foi filtrada em gaze estéril para a retirada de residuos teciduais
(adaptado de CANTOS et al., 1993). O numero de amastigotas foi contado em camara
de Neubauer. Para a diferenciacdo em promastigotas, frascos de cultura com
amastigotas foram mantidos em meio RPMI 1640 em estufa seca a temperatura de

26T a 28<C.

3.5- Infeccao das culturas de macrofagos com Leishmania amazonensis
As culturas de macrofagos peritoneais murinos foram infectadas com 3
amastigotas para cada macréfago e incubadas por 1 hora em estufa imida a 5% CO: e

21% O2 a 37°C. Apds este periodo o meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio
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de cultura fresco. As culturas foram mantidas em estufa Umida a 5% CO, e 21% O- a

37°C durante 48 horas.

3.6 Farmacos e Imunoestimuladores
Anfotericina B: foi diluido em solugcédo salina tamponada com fosfato (PBS)
estéril e utilizado em diferentes concentragdes para o tratamento de culturas
de macroéfagos peritoneais infectados com L. amazonenesis.
Glucantime (cedido pela Secretaria da Saude da cidade de Campinas): foi
diluido em meio RPMI, utilizado em diferentes concentracbes para o
tratamento de culturas de macréfagos peritoneais infectados com L.
amazonenesis ou inoculado pela via intra-peritoneal quando utilizado no in
VIVo.
Miltefosina: foi dissolvida em PBS estéril e utilizado em diferentes
concentragdes para o tratamento de culturas de macrofagos peritoneais
infectados com L. amazonenesis.
P. acnes (cedido pela Dra. leda Maria Longo Maugéri Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Sao
Paulo): utilizado em diferentes concentragdes para o tratamento de culturas
de macréfagos peritoneais infectados com L. amazonenesis ou inoculado
pela via subcutanea quando utilizado no in vivo.
Poly IC: utilizado para o tratamento de culturas de macréfagos peritoneais

infectados com L. amazonensis.
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3.7 Prépolis

Foi utilizada uma amostra coletada no estado de Alagoas (AL) - Brasil,
propolis vermelha (BRV) (TRUSHEVA et al., 2006). Solucdo doada pela Dra. Maria
Cristina Marcucci - Departamento de Farmécia, UNIBAN. O extrato etandlico de prépolis
foi preparado utilizando-se técnica modificada de Miorin et al. (2003). Propolis (30 g) foi
cortada em pequenos pedacos e extraida utilizando-se 100mL de etanol absoluto a
temperatura ambiente durante 24 horas. A solugédo foi filtrada com papel Whatman
namero 3 e armazenada em frascos de ambar. Cada solucédo foi seca e o residuo
utilizado para preparar a solugao estoque na concentragao de 5% em etanol.

A prépolis vermelha também foi utilizada para a obtencao do gel de propolis e
papaina (Propaina). Os géis de prépolis (Propaina) e papaina foram preparados pelo
Biomédico Thiago Antonio Fedele, mestrando do Instituto Butanta, SP e doados pela

Dra. Maria Cristina Marcucci - Departamento de Farmécia, UNIBAN.

3.8 Tratamento de culturas de macrofagos infectadas com L. amazonensis

As culturas de macréfagos peritoneais murinos (5 x 10%/mL) infectadas com
amastigotas (3:1 amastigotas por célula) foram tratadas com antimonial pentavalente
Glucantime (1,5 a 50 yg/mL), Anfotericina B (0,15 a 0,54 ug/mL), Miltefosina (1,5 a 20

uM/mL), P. acnes (0,25 a 1 ug/mL) - e Poly IC (125 pg/mL) durante diferentes tempos.
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3.9 O microambiente hipoxico e o cultivo das culturas de macroéfagos peritoneais
em hipoxia.

Para estabelecer o ambiente hipdxico utilizou-se uma camara incubadora
modular (Billups-Rothenberg, modelo MIC 101, Del Mar, California, USA). A camara foi
lavada durante 15 minutos com uma mistura gasosa contendo 2% de O, 5% de CO; e
balanceada com Nitrogénio (N2) (White-Martins, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, as
mangueiras de entrada e saida de gas foram fechadas e a camara contendo as placas
de cultura foi mantida em estufa a 37C, 5% de CO» O, atmosférico. Para aferir o grau
de hipdxia dentro da céamara utilizou-se o analisador de gas com uma solucéo
absorvente de oxigénio (Fyrite — Bacharach Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). A
concentracdo de O, em nossos experimentos foi de 6%. A tensdo de oxigénio no meio
de cultura foi de 37 mmHg para a condicdo de hipéxia e de 150 mmHg para normoxia
conforme analisado em nosso laboratério (O Analyzer YSI/53, Yellow Springs
Instruments Inc., Yellow Springs, Ohio, USA) e descrito por Colhone et al. (2004). O pH
do meio de cultura foi de 7,4 e ndo apresentou alteragdes significativas durante o curso
dos experimentos. Assim, as células expostas a condigcdo de 6% de Oy, 5% de COy,
balanceado com Ny foi referida como hipdxia e a exposicdo a 21% O, 5% COy,
balanceado com N referida como norméxia.

Culturas controles de macréfagos foram mantidas em ambiente normdxico
(estufa incubadora a 37C, 21% O3 5% CO,) durante todo o decorrer dos

experimentos.
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3.10 Avaliacao in vitro dos efeitos de farmacos Ileishmanicidas e
imunoestimuladores em macrofagos peritoneais murinos infectados com L.
amazonensis e mantidos sob as condicoes de hipdxia e normoxia.

Para a avaliagdo da porcentagem de infeccdo e do numero de amastigotas
por célula, laminulas com macréfagos infectados aderidos foram lavadas em salina
morna, secas, fixadas em metanol (10 min), coradas com Giemsa (10 min) e lavadas
em &gua destilada (Sigma) (GIORGIO & BARAO, 1998; AYRES et al., 2007) e avaliadas
em microscépio 6ptico (Nikon Biological Microscope - Eclipse E200, Nikon Inc., Melville,
New York, USA).

Os resultados dos tratamentos com Glucantime e Anfotericina B foram avaliados
através da média de experimentos da autora do presente trabalho e da estudante de
Iniciagéao Cientifica Letica Alvez Pinto.

Através da porcentagem de células infectadas, o valor correspondente a 1Cs
(concentragao de farmaco que diminuiu o indice de infeccao em 50%) de cada farmaco
péde ser calculado. Os dados sob ambas as condigdes, normoxia e hipbxia, foram
submetidos a analise de regressao utilizando-se o programa SigmaPlot 2001 para
Windows (Systat Software, Inc. 2001, San Jose, Califérnia, USA) para se estabelecer o

valor da ICsp.

3.11 Padronizacao da infeccao no dorso de camundongos BALB/c com formas
amastigotas e promastigotas de L. amazonensis

Para a padronizagdo da infeccdo in vivo com formas amastigotas ou
promastigotas de L. amazonensis foram utilizados camundongos BALB/c. Um dia antes

da infeccao, o pelo da regido do dorso foi retirado com auxilio de uma tesoura e lamina
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de barbear (McELRATH, et al., 1987). O dorso foi inoculado com seringa descartavel de
1 mL com agulha 13 x 0,45 pela via subcutanea com 20 ulLde amastigotas (1 x 10°) ou

de promastigotas (1 x 10”) suspensos em salina.

3.12 Camara hiperbarica

Os camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis foram expostos ao
ambiente de uma camara hiperbarica modular (Research Chamber, model HB 13008,
Sechrist Inc., Inaheim, CA — USA) que encontra-se em nosso laboratério. A camara foi
pressurizada com 100% de O medicinal (White Martins — Campinas) durante 5
minutos, até a pressdo de 2,5 ATA ser atingida. Essa pressao foi mantida 1h/ dia
(ARRAIS-SILVA, 2005a; ARRAIS-SILVA et al., 2006). Apdés uma hora de tratamento a
camara foi despressurizada durante cinco minutos, até ser retomada a pressao de 1
ATA. As temperaturas interna e externa da cadmara foram medidas para confirmarmos
que eram iguais (cerca de 22°C). Para isso utilizou-se o termdmetro analégico TB0261

(Instrucamp, Brasil).

3.13 Protocolo de pré tratamento com extrato ethanolico de propolis brasilera em
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis

Camundongos BALB/c ingeriram 50mg/Kg de prépolis (10uL de solucao de
extrato de prépolis 5% diluido em etanol) pela via intragastrica com o auxilio de uma
seringa de gavagem uma vez ao dia durante 5 dias. Foram utilizados quatro
camundongos para cada grupo. Como controle foram utilizados camundongos da

mesma idade ingerindo 10uL de etanol.
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3.14 Protocolos de tratamento de camundongos BALB/c infectados com L.

amazonensis com diferentes compostos

Camundongos BALB/c previamente infectados na regido dorsal com L.

amazonensis foram tratados com Glucantime, P. acnes ou gel de amostras de propolis

brasileira in loco.

Foram utilizados quatro a seis camundongos para cada grupo, sendo:

Experimento Glucantime in vivo - grupo controle (inoculagdo de 20uL
de salina intra-peritonial uma vez ao dia durante 20 dias — os
camundongos foram mantidos em normoéxia durante 20 dias), grupo
controle HBO (inoculacdo de 20uL de salina intra-peritonial e
tratamento em HBO 1hora/dia/20 dias), grupo Glucantime (inoculacao
intra-peritonial de 100mg/Kg de Glucantime por animal uma vez ao dia
durante 20 dias), grupo Glucantime HBO (inoculagéo intra-peritonial
de 100mg/Kg de Glucantime por animal uma vez ao dia durante 20
dias e tratamento em HBO 1 hora/dia/20 dias) (adaptado de ARRAIS-
SILVA et al., 2006).

Experimento P. acnes in vivo - grupo controle (inoculagao de 20uL de
salina subcutanea uma vez por semana durante trés semanas), grupo
controle HBO (inoculacdo de 20uL de salina subcutanea uma vez por
semana durante trés semanas e tratamento em HBO 1hora/dia/20
dias), grupo P. acnes (inoculacdo subcutanea de 350ug de P. acnes
por animal uma vez por semana durante trés semanas), grupo P.

acnes HBO (inoculacdo subcutanea de 350ug de P. acnes por animal
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uma vez por semana durante trés semanas e tratamento em HBO
1hora/dia/20 dias) (adaptado de BRAGA et al., 2003).

e Experimento Propolis (Propaina) in vivo - grupo controle (ndo tratado),
grupo controle HBO (os camundongos foram mantidos em HBO
1hora/dia/40 dias), grupo papaina (aplicacao in loco de gel de papaina
- base usada para a fabricacdo do gel de prépolis - trés vezes por dia
durante 40 dias), grupo papaina HBO (aplicagao in loco de gel de
papaina trés vezes por dia durante 40 dias e tratamento em HBO
1hora/dia/40 dias), grupo Propaina (aplicacdo in loco de gel de
propolis e papaina (Propaina) trés vezes por dia durante 20 ou 40 dias,
conforme o experimento), grupo Propaina HBO (aplicacdo in loco de
gel de Propaina trés vezes por dia durante 40 dias e tratamento em
HBO 1hora/dia/40 dias), grupo Propaina e Glucantime (aplicacéao in
loco de gel de Propaina duas vezes por dia durante 20 dias e
inoculagao intra-peritonial de 100mg/Kg de Glucantime por animal uma

vez ao dia durante 20 dias).

3.15 Avaliacao macroscopica das les6es
O paquimetro foi utilizado como instrumento para medida das lesées por L.
amazonensis. Desta maneira adotou-se medir o comprimento e a largura da leséao

(McELRATH, et al., 1987).
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3.16 Histopatologia

Para as andlises histologicas das lesdes dos animais infectados e tratados,
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. As se¢cées do dorso foram
fixadas por imersdo em paraformaldeido 4% em PBS (0,1 M) por 6 horas. Os tecidos
foram processados em parafina, cortados em 5 um de espessura e corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina (ARRAIS-SILVA et al., 2006).

Os resultados obtidos foram comparados ao grupo controle (tratado com
salina) mantido em normdxia ou HBO e ao grupo tratado ndo submetido a HBO.

No caso dos experimentos com gel de propolis (gel de propolis misturado
com papaina - Propaina) o controle utilizado foi o gel de papaina sem adicdo de

préopolis, além do grupo ndo tratado.

3.17 Dosagens de IFN-y e IL-4

O sangue foi colhido da veia braquial de camundongos BALB/c e o soro
de cada grupo experimental foi analisado em triplicata. Linfonodos inguinais foram
retirados dos animais e foram feitas culturas de células em meio RPMI (Nutricell)
contendo 10% de soro fetal bovino e antibiético (Gentamicina). As células (4 x 10%/mL)
foram colocadas em triplicata em placas de 24 “wells” e estimuladas com 2,5 ug de
Concanavalina A (Com A) (Sigma Aldrich, USA). Em seguida foram incubadas em
estufa Umida a 5% CO- e O, atmosférico a 37°C (PINTO et al., 2003; ARRAIS-SILVA et
al., 2006). Os niveis de interferon-gamma (IFN-y), interleucina 4 (IL-4) foram
determinados com os “kits” para ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) Mouse
IFN-y ELISA MAX™ Deluxe e Mouse IL-4 ELISA MAX™ Deluxe (BioLegend, San

Diego, Califérnia, USA), respectivamente, conforme descrigdo do fabricante. A
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densidade o6ptica foi medida em 450 nm no leitor de microplacas de ELISA Synergy HT
Multi-Detector Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, Vermount, USA). Os valores de
absorbancia foram convertidos em pg/mL através do programa KC4 (Bio-Tek). As

amostras foram analisadas em triplicata.

3.18 Analise estatistica

Os experimentos in vitro foram realizados em triplicata e repetidos no minimo
duas vezes para garantir a reprodutibilidade. As médias e desvios padrdo foram
comparados pelo teste t-Student para duas amostras independentes utilizando o
programa Microcal Origin 6,0 para Windows (1999, Massachusetts, USA). Os valores
foram considerados estatisticamente diferentes quando p foi < 0,01.

Os experimentos in vivo foram realizados com n = 4 e repetidos no minimo
duas vezes para garantir a reprodutibilidade. As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute
Incorporation, Release 9.1.3, 2002-2003, Cory, North Caroline, USA) (SAS Inc., 1996).

Os valores foram considerados estatisticamente diferentes quando p foi < 0,05.
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RESULTADOS
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4.1- Avaliacao dos efeitos de agentes leishmanicidas e imunoestimuladores em
macrofagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis e
mantidos sob as condicoes de hipdxia ou hormoxia.

Alguns trabalhos experimentais mostram que baixas tensdes de O, podem
afetar a eficacia de farmacos antitumorais e antifungicas (KOCH et al., 2003; YUN et al.,
2004; SOKOL-ANDERSON et al. 1986). Avaliamos, entdo, o efeito dos farmacos
Anfotericina B, Glucantime (antimoniato de meglumina) e Miltefosina e dos
imunoestimuladores P. acnes e Poly IC em amastigotas intracelulares de L.
amazonensis em macrofagos peritoneais sob condigcbes de normédxia ou hipdxia. Os
resultados obtidos sao apresentados como porcentagem (%) do controle de macrofagos
infectados (subitem 3.9 de Materiais e Métodos). Baseado nos graficos de dose-
resposta dos farmacos, a 1Csyp de cada composto pdde ser determinada pela analise de
regressao através do programa SigmaPlot 2001 (subitem 3.9 de Materiais e Métodos).
Os resultados sao expressos em microgramas por mililitro ou em micromolar da média
de 2 ou mais experimentos (Tabela 1). O tratamento de culturas de macréfagos
infectadas com L. amazonesis durante 48 horas com os diferentes farmacos e durante
24 horas com imunoestimuladores em ambiente norméxico resultou em um efeito
leishmanicida dose-dependente (Fig. 3 e 4). A sensibilidade aos agentes foi baseada na
diminuicao da porcentagem de células infectadas em relacéo ao controle.

As doses escolhidas para nossos experimentos foram baseadas em trabalhos
de Santa-Rita et al. (2004), Escobar et al. (2002) e Callahan et al. (1997).

Para o estudo do efeito de baixas tensdes de oxigénio na eficacia de agentes
como Anfotericina B, Glucantime, miltefosine, P. acnes e Poly IC nds avaliamos culturas

de células ndo tratadas ou tratadas com os farmacos e imunoestimuladores e mantidas
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em condi¢coes hipdxicas. Os resultados apresentados nas figuras 3 e 4 e Tabela 1
mostram a ICso de Anfotericina B, Glucantime, Miltefosina e P. acnes em condicbes de
normaoxia e hipdxia.

O efeito leishmanicida da Anfotericina B em condigdes de normoxia foi obtido
com concentracdes variando de 0,3 a 0,54 pug/mL. Concentracbes menores que 0,3
pug/mL ndo apresentaram efeito leishmanicida. A Anfotericina B foi efetiva em reduzir a
porcentagem de células infectadas com amastigotas de L. amazonensis em relagcao ao
controle nas concentragdes acima de 0,3 ug/mL em norméxia e acima de 0,48 pug/mL
em hipdxia (Figura 3A), sendo capaz de reduzir cerca de 90% da infecgdo com a maior
dose utilizada (0,54 ug/mL) em normoéxia e cerca de 70% em hipdxia utilizando a
mesma dose. A ICso de Anfotericina B foi de 0,5 ung/mL em condicao de normoxia e 0,52
ug/mL condicao de hipdxia (Tabela 1).

O tratamento de macréfagos peritoneais com Glucantime também resultou
em um efeito dose dependente nas doses 1,5 ug/mL, 5 ug/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL.
Em hipdxia somente concentracdes maiores ou iguais a 25 pug/mL apresentaram acao
leishmanicida (Fig. 3B). A maior dose de Glucantime utilizada (50 ug/mL) foi capaz de
reduzir a porcentagem de células infectadas em cerca de 75% em condicbes
normoxicas € em 55% em condi¢des hipoxicas. A ICso calculada para Glucantime em
macréfagos mantidos em hipdxia foi cerca de duas vezes maior que a ICsy calculada
para a cultura em normoxia, sendo 40,0 ug/mL para hipoxia e 24,6 ng/mL para norméxia
(Tabela 1).

A eficacia da Miltefosina foi observada em concentragdes de 1,5 a 20 uM em

normoxia, apresentando efeito leishmanicida em todas as concentragdes testadas nesta
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condicdo e nas concentragées de 5 uM, 10 uM e 20 uM quando mantida em hipdxia
(Fig. 3C). Desta forma, notamos que a Miltefosina foi menos ativa contra L.
amazonensis em hipéxia do que normdxia, apresentando uma reducdo em cerca de
95% das células infectadas em normoxia em relagéo a 85% em hipdéxia com a dose de
20 uM. A ICso de culturas tratadas com Miltefosina e mantidas em hipdxia, assim como
ocorreu com Glucantime, apresentou um aumento de duas a trés vezes quando

comparado a normoxia, aumentando para 9,7 uM quando comparada ao valor obtido

em normoxia (3,47 uM).
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Figura 3. Efeito leishmanicida de farmacos em macréfagos peritoneais infectados
com L. amazonensis e mantidos sob as condicoes de hipdéxia e norméxia. Os
macréfagos (0,5 x 10%mL) foram infectados com amastigotas na proporcdo 3:1
(parasita: célula) por 1 hora. Apds este periodo as culturas foram lavadas e submetidas
a hipdxia ou normoxia durante 48 horas na presenca de Anfotericina B (A), Glucantime
(B), Miltefosina (C) ou apenas meio de cultura (concentragdo zero). A média dos
resultados de dois experimentos representativos esta representada. Comparacao entre

tratado vs n&o tratado em normoxia (*) e hipoxia (**) (p<0,01).

O imunoestimulador P. acnes também apresentou uma agdo dose
dependente, como observado com o0s outros farmacos, quando utilizado nas doses

0,25; 0,5 e 1 ug/mL em macréfagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis
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(reducé@o em cerca de 15%, 55% e 75 %, respectivamente) (Fig. 4A). A hipdxia diminuiu
a acao de P. acnes em relacdo a normoxia, ndo sendo capaz de diminuir a porcentagem
de células infectas o suficiente para que pudéssemos calcular a sua ICsp.

Poly IC foi utilizado apenas na dose 125 pg/mL pelo periodo de 24 horas,
apresentando potente agdo leishmanicida (redugdo de cerca de 50% na porcentagem
de células infectadas). Em condicdo de hipoxia, Poly IC ndo apresentou efeito
leishmanicida na concentracao testada (Fig. 4B). Nao foi possivel calcularmos a ICs
para Poly IC, uma vez que s6 trabalhamos com uma dose do imunoestimulador (125
pug/mL).

O numero de amastigotas intracelulares também diminuiu de maneira dose-
dependente em normoxia, porém de forma menos intensa que a porcentagem de
células infectadas. Sob condi¢des hipdxicas, todas os farmacos e imunoestimuladores
testados foram menos efetivos na reducdo de células infectadas e numero de

amastigotas por célula.
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Figura 4. Efeito leishmanicida de imunoestimuladores em macrofagos peritoneais
infectados com L. amazonensis e mantidos sob as condicoes de hipdxia e
normoéxia. Os macréfagos (0,5 x 10%mL) foram infectados com amastigotas na
proporgao 3:1 (parasita: célula) por 1 hora. Apds este periodo as culturas foram lavadas
e submetidas a hipdxia ou normoxia durante 24 horas na presenga de P. acnes (A), Poly
IC (B) ou apenas meio de cultura (concentragao zero). A média dos resultados de dois
experimentos representativos esta representada. Comparagcdo entre tratado vs nao

tratado em normoxia (*) e hipdxia (**) (p<0,01).
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Tabela 1. Sensibilidade de amastigotas de L. amazonensis internalizados por
macrofagos peritoneais murinos aos agentes leishmanicidas em norméxia e em
hipdéxia. Estdo apresentados os valores de uma analise representativa das 1Csy dos
farmacos apés 48 ou 24 horas em cultura de macréfagos infectados.

ICs0°
Norméxia Hipdxia
Anfotericina B (ug/mL)° 0,5 (+0,01) 0,52 (+0,003)
Glucantime® (ug/mL)°® 24,6 (+0,86) 40,0 (£ 7,3)
Miltefosina (uM)® 3,47 (+0,59) 9,17 (+1)
P. acnes (ug/mL) ¢ 0,42 (+ 0,01) —°

2 ensaio descrito no subitem 3.9 de Materiais e Métodos.

® Cultura de macréfagos infectada com L. amazonensis mantida durante 48 horas.

“valores de antimoniato de meglumina.
4 Cultura de macréfagos infectada com L. amazonensis mantida durante 24 horas.

® néo foi possivel calcular a ICso de P. acnes em hipoxia.

Todos os resultados s&o diferentes estatisticamente (p<0,01).
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4.2 Padronizacao da lesao induzida por L. amazonensis no dorso de
camundongos BALB/c

Com o objetivo de se estabelecer um protocolo de infeccdo no dorso de
camundongos em nosso laboratério, analisamos a progressdao da lesdo de
camundongos BALB/c infectados com 1 X 10° amastigotas ou 1 X 10’ promastigotas de
L. amazonensis. O dorso comegou a ser medido a partir da data em que a lesao
comegou a aparecer (sexta semana apos a infeccdo). Observamos que houve um
aumento da lesdo em ambos os grupos analisados, ndo havendo diferenga significativa
na progressao das lesdes induzidas por amastigotas ou promastigotas (Fig. 5 € 6). A
partir da 142 semana de infeccdo comecou a ser observado um maior desenvolvimento
em lesdes causadas por promastigotas (Fig. 6 C, D), porém na 182 semana a leséo
entrou em fase estacionaria. Na 192 semana de infeccao as lesGes causadas por
amastigotas atingiram e se igualaram ao tamanho das lesbes causadas por
promastigotas. Na 172 semana de infeccao a parasitose comegou a se disseminar para
todo o corpo do camundongo, deixando de ser estritamente cutdnea e comegando a
atingir outras regides do corpo e mucosas (Fig 6 E). Todos os camundongos morreram

na 20? semana de infecgcao.
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Figura 5. Progressdo da lesdo de camundongos BALB/c infectados com 1 X 10°
amastigotas (ama) ou 1 X 10’ promastigotas (pro) de L. amazonensis. A lesdo foi
medida até a morte dos camundongos.
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Quando um grupo de camundongos foi tratado com gel de propolis (Propaina)
juntamente com Glucantime a producao de INF-y foi para cerca de 0,03 ng/mL; uma
producgao significativamente menor que o grupo controle.

Em culturas de linfonodo e soro de camundongos BALB/c sadios ou
infectados com L. amazonensis e tratados com Glucantime, HBO, Glucantime e HBO,

Propaina ou Propaina e Glucantime nao foi detectada a producgéo de IL-4.
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Fi%ura 6. .Camundongo BALB/c _infect?do L. .amazonensis. (A) Ingectado com 1 X
10 amastigotas - 102 semana de infeccao, (B) infectado com 1 X 10" promastigotas -
102 semana de infeccdo, (C) infectado com 1 X 10° amastigotas - 162 semana de
infeccao, (D) infectado com 1 X 107 promastigotas - 162 semana de infecgao, (E) 182
semana de infeccao - lesdo cutadnea evoluiu para uma lesdo mucocutanea e difusa.
4.3 Avaliacao do pré-tratamento de camundongos BALB/c com extrato etandlico
de propolis brasileira tipificada

Utilizando o modelo de infecgdo com amastigotas de L. amazonensis no
dorso de camundongos BALB/c, inicialmente testamos o pré-tratamento destes com
extrato etandlico da prépolis brasileira tipificada BRV (coletada em Alagoas), extrato
com o qual obtivemos o melhor resultado dentre quatro testados no modelo in vitro,
onde observamos uma diminuicdo de 100% das células infectadas, sem alterar sua
viabilidade (AYRES et al., 2007). Desta forma, nosso objetivo foi observar se a ingestao
de propolis tipificada (opoterapico barato e de facil acesso em todas as regides do
Brasil) poderia inibir ou amenizar uma futura infec¢ao por L. amazonensis.

Como mostrado na figura 7, foi observada a sobrevivéncia dos camundongos
a partir do segundo dia de tratamento com extrato etandlico de prépolis BRV.

Camundongos do grupo controle ingeriram 10uL de etanol/dia. O experimento foi

interrompido no quinto dia, devido a mortalidade de 50% do grupo tratado.
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constatada uma diminuicdo das lesbes no coxim plantar de uma das patas traseiras
quando os animais foram submetidos a um tratamento semelhante com HBO
(1h/dia/20dias).

Camundongos dos grupos tratados com gel de papaina ou gel de papaina e
HBO nao apresentaram melhora significativa no periodo observado quando comparado
ao grupo controle (Fig. 8).

Camundongos tratados com gel de Propaina comecaram a apresentar uma
melhora da lesdo em relagdo ao grupo controle apenas na quinta semana de
tratamento, porém, quando analisado o tamanho das lesdes, essa melhora ndo pode
ser considerada significativa (Fig. 8). Apesar deste fato, € muito importante notar que as
lesbes dos grupos tratados com Propaina estavam menos exudativas (mais secas) (Fig.
9) do que as lesbes dos grupos controle ndo tratado e tratado com papaina, desde a
segunda semana de tratamento.

No grupo de camundongos tratados com Propaina e submetidos a HBO

(1h/dia/40dias) nao foi observado efeito de melhora (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito do tratamento de camundongos BALB/c infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c (5 animais por grupo) foram
infectados com 1 x 10° amastigotas na regido do dorso e foram tratados com gel de
propolis e papaina (Propaina), gel de papaina e HBO. Camundongos foram tratados
durante 40 dias ap6s o0 aparecimento das lesdes. Sexta semana = inicio do tratamento.
Estatistica: p<0,05. Os valores representam a média do tamanho da lesédo de cada
grupo * desvio padrao.

Os camundongos dos grupos controle, HBO, tratados com papaina e papaina
e HBO comecaram a apresentar metastases a partir da 102 semana de infecgdo. Isso
foi observado pela queda de pélos da regidao do focinho dos animais controle, como
observado na figura 10A e pela presenca de lesdo ocular (Fig. 10B). Os animais do

grupo de camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com Propaina nao

apresentaram metéstases.



58

Controle Papaina Propaina

I

Figura 9. Camundongos BALB/c infectados com 1 x 10° amastigotas de
L.amazonensis. Camundongos controle (A), tratado com gel de papaina (B), tratado
com gel de Propaina (C), tratado com HBO (D), tratado com gel de papaina e HBO (E),

tratado com gel de Propaina e HBO (F).

“

Figura 10. Camundongos BALB/c infectados com 1 x 10° amastigotas de L.
amazonensis. Camundongos controle (A), tratado com gel de papaina (B).
Camundongos desenvolveram metastases a partir da 102 semana de infeccao.
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4.5 Tratamento com Glucantime e HBO

O objetivo destes experimentos foi avaliar o efeito do tratamento com
Glucantime e HBO no modelo de infeccdo no dorso de camundongos susceptiveis
BALB/c com L. amazonensis. Os camundongos foram infectados com 1 x 10°
amastigotas na regiao dorsal (conforme item 3.11) e deixados em isolador por
aproximadamente seis semanas até o aparecimento das lesdes. Apos este periodo, o0s
camundongos foram tratados conforme descrito no item 3.14. Apds o periodo de
tratamento (100 mg/Kg de Glucantime via intra peritoneal durante 20 dias), observamos
que houve uma diminuicdo das lesdes em cerca de 28% quando comparada a
porcentagem de crescimento das lesées de camundongos controle - tratados com
salina (aumento da lesdo em cerca de 68%). Houve assim, uma reducdo no tamanho

das lesdes quando os camundongos foram tratados com Glucantime por 20 dias (Fig.

11 e 12Ae O).
18 —8— Controle

—O— Glucantime
—a— HBO

€ 121 —e—Glucantime HBO
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Semana de infec¢do

Figura 11. Efeito dos tratamentos de camundongos BALB/c infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c (6 animais por grupo) foram
infectados com 1 x 10° amastigotas na regido do dorso e foram tratados com
Glucantime (100 mg/Kg/dia), HBO e Glucantime + HBO. Camundongos foram tratados
durante 20 dias apds o0 aparecimento das lesdes. Sexta semana = inicio do tratamento.
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Estatistica: p<0,05. Os valores representam a média do tamanho da lesédo de cada
grupo * desvio padrao em dois experimentos significativos.

Como ja observado, a evolugdo das lesées do grupo submetido apenas a
HBO se mantém igual as do grupo controle durante todo o experimento (Fig. 11).

Camundongos tratados com Glucantime (100 mg/Kg/dia) juntamente com o
tratamento hiperbarico apresentaram uma redugdo no tamanho da lesdo em cerca de
48% apos o término do tratamento (9° semana de infeccdo), como observado na figura
11. Esse resultado é significativamente diferente dos grupos controle e HBO, porém,
nao foi considerado diferente quando comparado ao grupo tratado apenas com
Glucantime pelo programa SAS (item 3.18).

Trés semanas apoés o término dos tratamentos observamos que as lesdes dos
grupos tratados com Glucantime ou tratados com Glucantime e submetidos a HBO
voltaram a apresentar crescimento (Fig. 11). A reemergéncia dos sintomas apds o
tratamento também foi observada por médicos no tratamento de pessoas apresentando

leishmaniose, como relatado por Colomba et al. (2004).
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Figura 12. Camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. Camundongos
com 14 semanas de infecgdo, ndo tratados - controle (A), submetidos a HBO (B),
tratados com Glucantime (C) e Tratados com Glucantime e submetidos a HBO (D).
4.6 Tratamento com Glucantime e Propaina

Com o intuito de avaliar se Glucantime e o gel de Propaina apresentam efeito
adjuvante, foram feitos experimentos utilizando os dois tratamentos simultaneamente.
Isso devido ao fato de, em experimentos anteriores, termos observado a agao

leishmanicida do tratamento intraperitoneal com Glucantime (100mg/Kg/dia), em que as

lesGes causadas por L. amazonensis na regido do dorso tenderam a cura (Fig. 11 e 12).
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Além disso, observamos que o tratamento prolongado com gel de Propaina, apesar de
nao curar a lesao, parece deixa-las menos exudativas, mais secas que o grupo controle
(Fig. 9C). Dessa forma, camundongos BALB/c infectados com amastigotas de L.
amazonensis na regido do dorso foram tratados a partir do aparecimento das lesdes
(sexta semana) com apenas gel de Propaina ou gel de Propaina e Glucantime, como
descrito no item 3.14.

Assim como foi observado nos experimentos anteriores (Fig. 8),
camundongos tratados com gel de Propaina durante 20 dias nado apresentaram
diferenca no desenvolvimento da lesdo em relacdo ao grupo sem tratamento (Fig.8 e
13).

Camundongos tratados com gel de Propaina (in loco) juntamente com
Glucantime (100 mg/Kg/dia) pelo periodo de 20 dias apresentaram uma melhora
significativa das lesbes em relagdo aos grupos controle (ndo tratado) e tratado apenas
com Propaina, como podemos observar na tabela 2 e figura 13. Entretanto, quando
comparamos este grupo (tratado com Propaina e Glucantime) ao grupo tratado apenas
com Glucantime (item 4.5), notamos que, em relagdo ao parametro analisado (tamanho
da lesao), ndo ha diferenca significativa entre esses grupos (Glucantime - reducéo 28%,
Fig. 11; Propaina e Glucantime - reducao de 26,5% no tamanho da lesédo) apds 20 dias

de tratamento.
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Tabela 2. Efeito do tratamento de camundongos BALB/c infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c (4 animais por grupo) foram
infectados com 1 x 10° amastigotas na regido do dorso e foram tratados com Propaina
(2 vezes ao dia) e Propaina (2 vezes ao dia) + Glucantime (100 mg/Kg/dia).
Camundongos foram tratados durante 20 dias apds o aparecimento das lesdes. Sexta
semana = inicio do tratamento. Os valores representam medidas individuais (mm) das
lesbes dos camundongos de cada grupo.

12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana

Controle 1 2,3 5,25 4,95 5,55

Controle 2 2,7 53 6,45 7,55

Controle 3 4,15 5,55 7,05 7,9

Controle 4 4,35 6,95 7,6 9,45

Propaina 1 2,5 3,4 414 52

Propaina 2 3,5 3,9 47 7,45

Propaina 3 3,9 6 7,2 7,85

Propaina 4 4,05 8,2 9 9,2

Propaina + 2,2 1,75 1,7 1,7
Glucantime 1

Propaina + 3 2,9 2,35 2
Glucantime 2

Propaina + 4,85 4,05 3,8 3,65
Glucantime 3

Propaina + 5,75 5,4 5,25 5,2
Glucantime 4
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Figura 13. Efeito do tratamento de camundongos BALB/c infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c (4 animais por grupo) foram
infectados com 1 x 10° amastigotas na regido do dorso e foram tratados com Propaina
(2 vezes dia) e Propaina (2 vezes dia) + Glucantime (100 mg/Kg/dia). Sexta semana =
inicio do tratamento. Camundongos foram tratados durante 20 dias apds o
aparecimento das lesdes (nona semana = final do tratamento). Estatistica: p<0,05. Os
valores representam a média do tamanho da lesdo de cada grupo * desvio padrao.
4.7 Tratamento com P. acnes e HBO

Camundongos BALB/c infectados com amastigotas de L. amazonensis na
regido do dorso e tratados com P. acnes (350ug/animal/semana) conforme descrito no
item 3.14 nao apresentaram reducdo no tamanho da lesdo quando comparados aos
camundongos tratados com salina. Além disso, quando submetidos ao tratamento com
P. acnes, os animais apresentaram nédulos inflamatoérios por até trés semanas nos
locais de inoculagao (Fig 15).

Como mostrado nas figuras 14 e 16, camundongos BALB/c néo

apresentaram melhora no quadro clinico da doenca quando tratados com P. acnes ou P.

acnes juntamente com HBO.
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Assim como foi mostrado nos itens anteriores, a progressao da lesdo dos
grupos controle e submetido a HBO (1h/dia/20dias) foi semelhante, mostrando néo
haver melhora da lesdo quando os camundongos sao submetidos a HBO neste modelo

(Fig. 14).

—@— Controle Normoxia
—l— Controle HBO

—a&— P. acnes Normoxia
—&— P. acnes HBO

Lesdo (mm)

Semana de infeccao

Figura 14. Efeito do tratamento de camundongos BALB/c infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c (6 animais por grupo) foram
infectados com 1 x 10° amastigotas na regido do dorso e foram tratados com P. acnes
(350 pg/animal/semana) e HBO. Camundongos foram tratados durante trés semanas
apbés o aparecimento das lesdes. Sexta semana - inicio do tratamento. Estatistica:
p<0,05. Os valores representam a média do tamanho da lesdo de cada grupo * desvio
padrao.
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Figura 15. Camundongo Balb/c infectado com L. amazonensis e tratado com P.
acnes. Camundongos apresentaram noédulos inflamatérios apds tratamento com P,
acnes. 92 semana de infecgao.

Figura 16. Camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis. Camundongos
com 14 semanas de infec¢ao, nao tratados - controle (A), tratados com P. acnes (B).
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4.8 Analise histopatologica

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento com diferentes agentes
leishmanicidas no tecido do dorso de camundongos susceptiveis BALB/c com L.
amazonensis, as sec¢oes do dorso foram retiradas e fixadas por imersdao em
paraformaldeido. Os tecidos foram processados em parafina, cortados e corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina.

Lesdes de camundongos BALB/c infectados por nove semanas na regiao do
dorso com amastigotas de L. amazonensis apresentam tecido epitelial apenas na regiao
das bordas. Nesta regido, observamos a presenca de um epitélio organizado, apoiado
na lamina basal e a uma camada de tecido conjuntivo (Fig. 17A). Porém, o tecido
conjuntivo, aparentemente normal, apresentou uma grande quantidade de macréfagos
com grandes vacuolos parasitéforos contendo amastigotas (Fig. 17C - detalhe), além da
presenca de infiltrado inflamatério. Da mesma forma como descrito por McElrath et al.
(1987), foi observada a presenca de alguns eosindfilos junto a macréfagos infectados.
Nestas lesbes, também observamos adipdcitos e tecido muscular na regido subcuténea
(Fig. 17 B). Na figura 17E, observamos uma regido entre a borda e o centro da ulcera,
onde se pode notar a desorganizacdo do epitélio e tecido conjuntivo, com perda da
lamina basal. Como observado nas figuras 17B, D e F, no centro da ulcera, onde ha
auséncia do tecido epitelial, encontramos areas de necrose tecidual, seguida por um
tecido conjuntivo ndo vascularizado e apresentando muitos macréfagos infectados com

amastigotas (Fig. 17D - detalhe).
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Figura 7. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apos ingestao de extrato
etandlico de propolis tipificada. Camundongos BALB/c foram pré-tratados com 50
mg/Kg/dia de extrato de propolis tipificada pela via intragastrica.
4.4 Tratamento com Propaina e HBO

Nesta etapa, avaliamos o tratamento de camundongos BALB/c infectados na
regido do dorso com 1 x 10° amastigotas com gel feito com prépolis vermelha tipificada
coletada na regido de Alagoas (BRV) e papaina, o qual foi denominado Propaina. Foi
utilizado também um gel de papaina como controle. Apds o aparecimento das lesées,
os grupos foram tratados com os géis in loco por seis semanas consecutivas, trés vezes
ao dia (como descrito no item 3.14). Alguns grupos foram submetidos a HBO pelo
mesmo periodo para observarmos se havia efeito adjuvante da HBO com algum
tratamento.

Em relagdo aos camundongos submetidos a HBO (1h/dia/40dias),
observamos na figura 8, dados que indicam uma progressao igual ao grupo controle
nao submetido a HBO. Esse resultado é contrario ao que foi observado em nosso grupo

de pesquisa por Arrais-Silva et al. (2006) no modelo de infeccdo na pata, em que foi
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Figura 17. Fotomicrografia de lesao no dorso de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis. Corte histologico da regido do dorso de
camundongos BALB/c tricotomizados e infectados na regido do dorso com 1 x 10°
amastigotas de L. amazonensis corados com Hematoxilina e Eosina. Camundongos
com nove semanas de infeccdo. Regido da borda da lesdo, aumento de 20x (A),
aumento de 100X (C) com detalhe de macréfagos apresentando amastigotas no
vacuolo parasitéforo (400x) e aumento de 400x (E). Regido de intersecg¢ao entre borda
da leséo e regido ulcerada, aumento de 20x (B), aumento de 100x (D) com detalhe de
macrofagos apresentando amastigotas no vacuolo parasitéforo (400x) e aumento de
400x (F).

Na analise histologica de lesbes de camundongos que foram submetidos a
HBO podemos notar um tecido muito semelhante ao grupo controle (camundongos
infectados com L. amazonensis e ndo submetidos a nenhum tratamento) (Fig. 17A e
18A). Apesar de ndo observarmos a cura da lesdo (macroscopicamente) (Fig. 8) ou a
reconstituicdo do tecido (microscopicamente) (Fig. 18), podemos notar o inicio de
revascularizacdo quando os camundongos sdo submetidos a este tratamento (Fig. 18B
- detalhe). Além disso, ha um aumento no ndmero de eosinéfilos presentes junto a
macréfagos infectados, conforme descrito por McElrath et. al. (1987), além de outras
regides do tecido conjuntivo onde ndo encontramos macréfagos (Fig. 18D).

Quando avaliado o material histol6gico das les6es do grupo de camundongos
tratados com Glucantime, observamos tecido mais organizado, com reestruturacao do
epitélio, presenca de linfécitos no epitélio e tecido conjuntivo, formacado de novas
glandulas e poucos macréfagos (apresentando vacuolos menores que 0 grupo nao
tratado) no tecido conjuntivo, sendo que estes se encontram pouco infectados (Fig.
19C). A analise histolégica desta regido evidencia a cicatrizagdo da &rea anteriormente
ulcerada, com a presenca de epitélio mais fino (inicio de reestruturagao) alternando

com areas em que ele aparece mais espesso, indicando uma cicatrizagéo anterior (Fig.

19B).
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No grupo de camundongos tratados com P. acnes, a regiao do dorso onde se
encontra a lesdo aparece mais vascularizada (Fig. 19F) que o grupo nao tratado,
porém, ndo foi observada melhora da leséo (Fig. 14, 19E e F).

Assim como em camundongos submetidos a HBO, o dorso de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados com gel de papaina, apesar de néao
apresentarem uma melhora aparente nas lesdes durante o tempo avaliado,
demonstraram uma revascularizagcdo na regidao do tecido conjuntivo quando avaliado
por microscopia optica (Fig. 20B).

Quando analisadas as lesdes do grupo tratado com Propaina (gel de prépolis
e papaina), assim como foi observado no tratamento com papaina, P. acnes ou HBO,
nao foi observado sinal de revascularizacdo, porém, ndo houve aparente cicatrizacao
da area ulcerada (Fig. 20C e D).

Em camundongos tratados com Glucantime juntamente com gel de Propaina,
pudemos observar tecido mais organizado, com reorganizacdo do epitélio (epitélio
regularmente fino, com duas ou trés camadas celulares), indicando uma cicatrizacao
recente, poucos macréfagos no tecido conjuntivo. Alguns animais do grupo nao
apresentaram macrofagos infectados, como observado nas figuras 20E e F. Esses
dados sao um forte indicativo do efeito adjuvante do tratamento de Glucantime e
Propaina, ja que ndo foram encontrados macroéfagos infectados em alguns animais do
grupo, ao contrario do que foi observado anteriormente com o tratamento apenas com
Glucantime (Fig. 19C - detalhe) ou com Propaina (Fig. 20C - detalhe), em que todos os
animais apresentaram macréfagos infectados.

Quando os grupos tratados com Glucantime, P. acnes, Papaina ou Propaina

foram submetidos a HBO néo foi observada acao adjuvante da oxigenacao hiperbarica.
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Figura 18. Fotomicrografia de lesao no dorso de camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis. Corte histolégico da regidao do dorso de camundongos BALB/c
tricotomizados e infectados na regido do dorso com 1 x 10° amastigotas de L.
amazonensis e submetidos ao tratamento com HBO (1h/dia/20 dias) corados com
Hematoxilina e Eosina. Camundongos com nove semanas de infeccdo. Regidao de
interseccao entre borda e regido ulcerada da lesdo, aumento de 20x (A), regido
ulcerada da lesdao, aumento de 100X (B) com detalhe de macr6fagos apresentando
amastigotas no vacuolo parasitéforo (400x), regiao ulcerada com grande quantidade de
granulécitos, aumento de 400x (C) e aumento de 1000x mostrando a presenca de
eosindfilos (D).
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Figura 19. Fotomicrografia de lesao no dorso de camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis. Corte histolégico da regidao do dorso de camundongos BALB/c
tricotomizados e infectados na regido do dorso com 1 x 10° amastigotas de L.
amazonensis corados com Hematoxilina e Eosina. Camundongos com nove semanas
de infeccdo. Regido onde apresentava lesdo em camundongos tratados com
Glucantime, aumento de 20x (A), aumento de 100x mostrando diferenca de espessura
do epitélio em algumas regides cicatrizadas e a formacao recente de glandulas (B),
regidao central da lesdo, aumento de 100x (C) com detalhe de macréfagos apresentando
amastigotas no vacuolo parasitéforo (400x) e aumento de 400x mostrando a presenca
de linfocitos no epitélio (D). Regido de intersec¢ao entra a borda da lesédo e o centro da
ulcera de camundongos tratados com P. acnes, aumento de 20x (E), aumento de 100x
da regido ulcerada (F), com detalhe de macréfagos apresentando amastigotas no
vacuolo parasitéforo (400x).
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Figura 20. Fotomicrografia de lesao no dorso de camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis. Corte histolégico da regidao do dorso de camundongos BALB/c
tricotomizados e infectados na regido do dorso com 1 x 10° amastigotas de L.
amazonensis corados com Hematoxilina e Eosina. Camundongos com nove semanas
de infecgdo. Regido de interseccdo da borda da lesdo com a regido ulcerada de
camundongos tratados com papaina, aumento de 20x (A), aumento de 100X
apresentando lobos na lesdo (B) com detalhe de intersec¢do dos lobos contendo vasos
sanglineos. Camundongos tratados com Propaina, regido de interseccédo da borda da
lesdo com a regido ulcerada, aumento de 100x (C), com detalhe de macrofagos
apresentando amastigotas no vacuolo parasitéforo (400x) e (D) regido de necrose na
superficie da ulcera (100x). Camundongos tratados com Glucantime juntamente com
Propaina, regido onde estava presente a lesdo, aumento de 20x (E) e epitélio
reconstruido, com formagao de novas glandulas e foliculo piloso (100x) (F).
4.9 Dosagem de IFN-ye IL-4

Outro parametro avaliado nos animais infectados com L. amazonensis e
tratados com Glucantime, HBO, Glucantime e HBO e Propaina foi a producédo de
citocinas. Arrais-Silva et al. (2006) avaliaram a producao das citocinas INF-y, TNF-a e
IL-10 no modelo de infeccdo de camundongos BALB/c no coxim plantar de uma das
patas traseiras. Neste trabalho foi observado que camundongos BALB/c infectados com
L. amazonensis e nao tratados apresentam cerca de 0,1 ng/mL INF-y . Da mesma
forma, podemos notar uma producao de INF-y semelhante em nossos resultados. Além
disso, quando Arrais-Silva et al. (2006) submeteram os camundongos infectados a HBO
sua producao de INF-y dobrava. No modelo de infeccédo utilizado em nosso trabalho

(infeccdo na regidao do dorso) observamos que ndao houve producdo de INF-y por

animais submetidos a HBO (Fig. 20).



76

IFN- y
0,16 T
L
0,12
E .
c 0,08 -
0,04 - T
* 1
* *
O T T T T T
Controle HBO Glucantime Glucantime  Propaina  Propaina +
HBO Glucantime

Figura 21. Producao de citocina por camundongos BALB/c infectados com L.
Amazonensis. Sobrenadantes de células de linfonodos inguinais de animais com nove
semanas de infeccdo nao tratados (controle), tratados com HBO, Glucantime,
Glucantime + HBO, Propaina ou Propaina + Glucantime foram coletados para a anélise
da producdo de IFN-y por ELISA. A média dos resultados de dois experimentos
representativos + desvio padrdo esté representada. (p<0,01).

Na figura 21 podemos notar que apesar da lesao tender a cura (Fig. 11)
quando os camundongos tratados com Glucantime, a producdo de INF-y por estes
animais é bastante reduzida, quando comparado aos animais que nao receberam
tratamento (controle). Quando animais tratados com Glucantime s&o submetidos a
HBO, ndo detectamos producao de INF-y.

A propolis, uma resina produzida por abelhas, tem comprovada acao
estimuladora do sistema imunolégico (DOS SANTOS et al, 2003). Quando
administrada através de um gel in loco estimulou a producdo de INF-y em animais

infectados com L. amazonensis, fazendo com que esta aumentasse de cerca de 0,09

ng/mL (grupo nao tratado) para aproximadamente 0,15 ng/mL.
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DISCUSSAO
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de farmacos utilizados na clinica
(Glucantime, Anfotericina B e Miltefosine), imunoestimuladores e prépolis nos modelos
in vitro e in vivo da leishmaniose sob diferentes condicées de oxigénio.

Nossos resultados mostraram que os farmacos e imunoestimuladores testados
tém efeito semelhante sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis, isto €, 0s
tratamentos das culturas infectadas por 48 ou 24 horas, respectivamente, a 21% de Oy
(normoxia) na presenga dos farmacos ou imunoestimuladores resultou num efeito
leishmanicida dose-dependente (Fig. 3 e 4). Com base nos graficos dose-resposta dos
farmacos (Fig. 3) e imunoestimuladores (Fig. 4), a sensibilidade dos amastigotas
intracelulares de L. amazonensis foi determinada através da ICsp (Tabela 1). De acordo
com a FDA (Food and Drug Administration) a ICsy representa a concentragdo de um
agente que é requerido para se observar 50% de inibicdo em ensaios in vitro. Segundo
a Tabela 1, a ICsg de Anfotericina B, Glucantime, Miltefosina e P. acnes neste modelo foi
de 0,5 pg/mL, 24,6 ng/mL, 3,47 uM, e 0,42 ng/mL respectivamente, em normoxia.
Callahan et al. (1997) utilizando macrofagos J774 e L. mexicana encontrou uma ICsg de
0,25 pg/mL e 29 ng/mL para Anfotericina B e Glucantime, respectivamente durante 72
horas de tratamento. Escobar et al. (2002), determinaram a EDs para Miltefosina, 6,83
uM, 10,63 uM e 5,82 uM para L. mexicana, L. panamensis e L. tropica, respectivamente
em macréfagos peritoneais durante 72 horas. Ja Azzouz et al. (2005) determinaram
uma EDsy de 17 uM para Miltefosina durante 72 horas de tratamento no modelo
macréfago J774 e L. donovani. Santa-Rita et al. (2004) encontrou 1Cso de 9 uM para
Miltefosina em 3 dias de tratamento de culturas de macréfagos peritoneais infectados

com L. amazonensis. Como visto, a concentracdo ou dose de cada farmaco onde se
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observa 50% de inibicdo da proliferacdo do parasita varia bastante e depende
principalmente da espécie de Leishmania em questdo, do modelo celular de estudo
utilizado e do tempo de tratamento.

Colhone et al. (2004) e Degrossoli et al. (2004) observaram uma diminuicao
significativa na porcentagem de células infectadas quando submetidas a hipdxia,
comparado ao controle mantido em condicées de normoxia. Sabe-se também que a
hipoxia pode afetar a acdo de quimioterapicos como a cisplatina e mitomicina C,
favorecendo a sobrevivéncia de tumores (KOCH et al., 2003). Sokol-Anderson et al.
(1986) mostraram que a lise de protoplastos de Candida albicans pela Anfotericina B foi
marcadamente reduzida em baixas concentragdes de oxigénio. Assim, investigamos in
vitro a eficacia de farmacos leishmanicidas atualmente empregadas no tratamento da
leishmaniose além de alguns imunoestimuladores sob condi¢cées de hipdxia e normdxia,
isto é, se ha um impacto da hipéxia na eficacia destes agentes. Como vimos nas figuras
3 e 4, a hipdxia diminuiu a eficdcia de todos os agentes testados. Este fato foi
confirmado pelas ICsg encontradas sob condi¢cées de hipdxia. P. acnes ndo apresentou
ICs0 em hipoxia, ja que ndo foi capaz de reduzir a porcentagem de células infectadas a
menos de 50%. No caso da Poly IC ndo observamos efeito leishmanicida em hipdxia na
concentragao testada.

Nosso estudo sugere que a hipoxia local, ou seja, no ambiente lesional,
estaria diminuindo a eficicia de Anfotericina B, Glucantime, Miltefosina, P.acnes e Poly
IC. Os dados apresentados (Fig. 3 e 4) demonstram que substancias diferentes com
modos de acdo nao relacionados apresentam o mesmo comportamento sob hipdxia. A
Anfotericina B, por exemplo, pode ser incorporada em lipossomas carregadores sendo

absorvida pelo sistema reticulo endotelial onde o parasita reside, e é assim pouco
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absorvida pelos rins, o maior érgdo alvo de toxicidade da Anfotericina (RATH et al.,
2003). Sugere-se que o antiménio pentavalente (Glucantime) possa ser uma pro-droga,
sendo convertido a forma letal trivalente dentro do amastigota intracelular, interferindo
no processo de -oxidacao de acidos graxos e glicélise do parasita, levando a deplecao
dos niveis de ATP intracelular (RATH et al., 2003). A Miltefosina tem meia vida longa o
qgue pode levar ao surgimento de cepas resistentes como foi ja foi observado por Seifert
et al. (2003) investigando a L. donovani. O mecanismo especifico de acdo da
Miltefosina dentro da Leishmania permanece incerto (PEREZ-VICTORIA et al., 2006).
Nossos resultados in vivo, levam-nos a sugerir que devem existir mecanismos que
conferem resisténcia aos parasitas sob condicao de hipoxia. Nossos dados também
podem ser analisados em relagdo aos de Koch et al. (2003), que observaram uma
diminuicdo na eficacia da quimioterapia utilizada (mitonicina C, cisplatina, oxaliplatina,
carboplatina, entre outras) em diversas células tumorais sob condi¢des hipoxicas. Os
autores sugerem que enzimas detoxificadoras dos farmacos estdo alteradas em células
em hipoxia, o que resulta em mecanismos de resisténcia aos farmacos sob condi¢coes
de hipéxia. Além disso, Kinoshita et al. (2001) descrevem que células cancerigenas
podem obter resisténcia a apoptose uma vez submetidas a hipdxia. Outras pesquisas
sugerem que células tumorais adquirem caracteristicas antiapoptéticas e sao
selecionadas pela hipoxia (KIM et al., 1997). No caso de Anfotericina B, Glucantime,
Miltefosina, P. acnes e Poly IC, podemos sugerir também que alteracdes na entrada dos
farmacos nos macréfagos ou no metabolismo do parasita ou do macréfago estao

envolvidos na menor atividade leishmanicida observada em hipoxia.
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O objetivo seguinte deste trabalho foi padronizar a infeccdo no dorso de
camundongos BALB/c com L. amazonensis com o intuito de avaliar o pré-tratamento ou
tratamento destes camundongos com extrato etandlico de prépolis brasileira tipificada,
HBO, Glucantime, P. acnes, gel de Propaina e papaina.

Camundongos BALB/c s&o usualmente utilizados para o estudo da
leishmaniose in vivo. Estes animais sdo susceptiveis a doencga, apresentando uma
resposta imune predominante do tipo Th2 (AWASTHI et al., 2004; JI et al., 2003). Os
modelos empregados para o estudo da doencga in vivo sao a infec¢cao na pata, infecgao
na orelha e no dorso, sendo a primeira a mais observada, provavelmente pela facilidade
de infeccdo e manuseio do animal (ARRAIS-SILVA et al., 2006). Ao avaliarmos a
progressido da lesdo causada por amastigotas (1 x 10°) ou promastigotas (1 x 107) de L.
amazonensis observamos 0 mesmo padrao de desenvolvimento. Apesar das lesdes
caudadas por promastigotas terem progredido um pouco mais rapidamente, decidimos
utilizar a infecgdo com 1 x 10° amastigotas como padrédo para os nossos experimentos
in vivo, uma vez que desta forma ndo é necessario fazer o cultivo de promastigotas.

Os resultados descritos neste trabalho sugerem que o modelo de infeccao no
dorso é mais parecido ao humano do que a infeccdo na pata. A lesdo observada é
ulcerada, assim como em humanos e a resposta ao tratamento com Glucantime,
farmaco usualmente utilizado na clinica, também é semelhante.

Como primeira etapa para o teste de tratamentos alternativos para a
leishmaniose, utilizamos o extrato etandlico de prépolis vermelha tipificada (Alagoas), o
qual demonstrou 100% de acao leishmanicida em doses iguais ou maiores que 12

pg/miL em nossos estudos no modelo de infeccdo in vitro (AYRES et al., 2007). A
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propolis € considerada um produto de facil acesso em diversas regides do Brasil e de
baixo ou nenhum custo, o0 que possibilita 0 uso por pessoas de todas as classes sociais.
Além disso, a propolis j& vem sendo utilizada hd décadas, principalmente por pessoas
que vivem em dareas rurais, regides estas que sdo muitas vezes endémicas de
leishmaniose. O pré-tratamento com extrato etandlico de prépolis permitiria que
pessoas que vivem em regides endémicas de leishmaniose se tornassem
imunologicamente resistentes a esta doenca.

Nossos resultados, no entanto, mostraram que o extrato etandlico da prépolis
vermelha (Alagoas) apresentou efeito toxico quando ingerida (50 mg/Kg/dia) por
camundongos BALB/c sadios, levando alguns animais a oObito. Este resultado fez com
que nossos estudos utilizando este protocolo fossem interrompidos. Nao se sabe a
razdo da morte dos animais, porém, nossos estudos anteriores indicaram a toxicidade
de alguns estratos etandlicos de prépolis em culturas de macréfagos peritoneais
infectadas com L. amazonensis (AYRES et al. 2007).

Devido a impossibilidade do uso oral do extrato de prépolis, utilizamos um gel
feito de prépolis vermelha com base de papaina, o qual foi denominado Propaina
(FEDELE, 2005), no local da lesdo. Apesar do gel de Propaina utilizado em nossos
experimentos nao reduzir as lesdées no dorso, mesmo ap6s um tratamento prolongado
(40 dias), quando comparado com o tratamento por 20 dias, porém, as lesdes se
tornaram menos exudativas, sugerindo que o gel contribuiu para sua cicatrizacdo. A
papaina, componente do gel de Propaina e que foi utilizada como um dos controles,
apresenta acdes debridante, antiinflamatéria e bacteriostatica, e aceleradora e
modeladora do tecido de granulacdo e dos processos de cicatrizagdo tecidual,

reduzindo a formacao de queldides (MONETTA, 1990; MONETTA, 1998). Apesar das
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acoes da papaina, mostradas por Monetta (1990; 1998), ndo foi observada diferenca
entre as lesdes dos grupos controle e tratado com gel de papaina quando observado
macroscopicamente.

O fato de que o tratamento com gel de Propaina durante 40 dias resultou em
lesbes menos exudativas, apesar de nao cura-las é um indicativo de que um tratamento
mais prolongado poderia apresentar uma acao leishmanicida, este tratamento mais
longo poderia eliminar os parasitas assim como observamos em nosso trabalho no
modelo in vitro, em que o tratamento com o extrato etandlico da propolis tipificada BRV
foi capaz de eliminar os amastigotas de L. amazonesis presentes nas culturas de
macrofagos peritoneais (AYRES et al., 2007).

A terapia HBO é clinicamente aplicada em pacientes com infec¢des cutaneas,
fascite necrosante, gangrena gasosa, osteoradionecrose e enxerto de pele
comprometido (LEACH et al., 1998; CLARK & MONN, 1999). Em um trabalho anterior,
demonstramos que HBO é tdxica para promastigotas e amastigotas de L. amazonensis
em experimentos in vitro (ARRAIS-SILVA et al., 2005a) e ARRAIS-SILVA et al. (2006)
demonstraram que HBO apresenta efeito benéfico em camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis no coxim plantar de uma das patas traseiras, diminuindo assim a
lesdo. Baseado nestes fatos, um dos objetivos deste trabalho foi investigar como o
tratamento com HBO juntamente com Glucantime, P. acnes, gel de Propaina ou gel de
papaina influenciam o desenvolvimento clinico da leishmaniose causada por L.
amazonensis em camundongos susceptiveis BALB/c infectados na regido do dorso
(adaptado de BARRAL-NETTO et al, 1987). Nao ha relatos, até o momento, de

qualquer trabalho que avalie os efeitos da terapia com HBO aliada a farmacos,
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imunoestimuladores e fitoterapicos no modelo de camundongos infectados na regiao do
dorso com L. amazonensis.

Arrais-Silva et al. (2006) observaram que no modelo de infeccdo de
camundongos BALB/c com L. amazonensis na pata, o tratamento hiperbarico
apresentou uma melhora similar ao efeito do tratamento com Glucantime neste modelo.
No entanto, nossos resultados mostraram que no modelo de infeccdo no dorso, a
terapia HBO (1h/dia/20 dias) ndo apresentou resultado de melhora, sendo observada a
progressao da lesdo de forma semelhante ao controle ndo submetido a HBO.

Quando tratados com Glucantime pela via intra-peritoneal, camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis apresentaram uma melhora significativa.
Serrano-Martin et al. (2006), observaram a progressdao da lesdo na pata de
camundongos BALB/c infectados com diferentes cepas de Leishmania. Segundo seus
dados, quando os camundongos sao tratados com Glucantime (100 mg/kg/dia), a lesao
progride mais lentamente que o grupo controle, porém, sua curva de progressao segue
paralela, apresentando a mesma tendéncia de desenvolvimento (SERRANO-MARTIN et
al. 2006), assim como observado por Arrais-Silva et al. (2006). Esses dados sugerem
gue no modelo de lesdo no dorso de camundongos, ha uma resposta mais efetiva ao
tratamento com Glucantime do que na lesdo da pata, chegando a controlar a doenga,
como ocorre em humanos. Porém, assim como Colomba et al. (2004) relataram em
humanos, observamos a reemergéncia dos sintomas algum tempo apos o término do
tratamento.

Assim como Arrais-Silva et al. (2006), nossos resultados mostraram que a
combinacédo da terapia com HBO e Glucantime ndo apresentou efeito adjuvante no

curso da infec¢cado, quando comparado com o grupo de animais tratados apenas com
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Glucantime. Camundongos tratados com Glucantime ou Glucantime e HBO mostraram
uma diminuicdo semelhante no desenvolvimento da lesdo, com cicatrizacdo da &rea
ulcerada.

A analise de nossos resultados in vivo através do parametro tamanho da
lesdo indica que apenas os grupos tratados com Glucantime, Glucantime e HBO ou
Glucantime com Propaina apresentaram melhora da lesdo. Os grupos tratados com
HBO, P. acnes, papaina, P. acnes e HBO, papaina e HBO e Propaina e HBO nao
apresentaram melhora durante o periodo observado. O grupo tratado com Propaina,
assim como o0s outros grupos citados anteriormente, nao apresentou melhora quando
avaliado o tamanho da lesédo. Entretanto, as lesées dos camundongos do grupo
Propaina pareceram menos exudativas e em alguns casos pareceram estar
cicatrizando.

O processo de cicatrizagdo tecidual é um fenédmeno complexo, que envolve
varias etapas, inicialmente caracterizado por processos de inflamacdo, seguida de
estagio de fibroplasia, com a formacado do tecido de granulagdo e por fim pela
remodelagem tecidual e formacédo de cicatriz tecidual, que é caracterizada pela
substituicdo do tecido lesionado por tecido conjuntivo denso vascularizado e
reepitelizacdo da area lesada (GONCALVES & PARIZOTTO, 1998; STEVENS, 2000;
ROBBINS et al., 1991).

Segundo Robbins (1991), quando ha uma grande perda de células e tecido,
como ocorre na ulceragado inflamatéria, o processo de reparo € complicado. Isso
porque, um tecido tissular deve ser preenchido. A regeneracdo das células

parenquimais ndo consegue reconstituir completamente a arquitetura original e um
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tecido de granulagdo abundante cresce a partir da margem para completar a
cicatrizacdo (ROBBINS, 1991).

A adequacdo de suprimento sanglineo numa area de lesédo é obviamente,
uma influéncia muito importante para que ocorra a cicatrizagdo. A vascularizagao do
foco é um fator-chave, tanto na inflamacao quanto no reparo. Uma doenga que, assim
como as lesdes leishmanidticas, limite o fluxo de sangue e anormalidades venosas que
retardem a drenagem sao disturbios que perturbam a cicatrizacao de feridas (adaptado
de ROBBINS, 1991).

Cortes histolégicos do dorso de camundongos tratados com Glucantime ou
Glucantime e HBO mostraram a reestruturacdo do epitélio, com areas indicando a
cicatrizacdo, presenca de lamina basal, revascularizacdo e macréfagos menos
vacuolizados no tecido conjuntivo, porém, estes permaneciam infectados (Fig. 19 C).

Grupos de animais submetidos a HBO ou tratados com P acnes, papaina ou
Propaina mostraram uma revascularizacao da regido de lesdo, porém, estes quatro
grupos nao apresentam melhora significativa nos tempos observados.

O fato de observarmos a revascularizacao das lesées, mesmo quando nao foi
observada a cura da doenga, como ocorre nos grupos citados anteriormente, pode ser
um indicativo de que um tratamento mais prolongado estaria contribuindo para a
cicatrizacao da lesdo, além de ajudar no transporte do farmaco para o local.

Nossos resultados com P. acnes estdo de acordo com Colmenares et al.
(2003), que mostraram nao haver melhora da lesdo por L. amazonensis em
camundongos resistentes C57BL/6 quando infectados na pata e imunizados com P,

acnes pela via intra-peritoneal.



88

O mecanismo protetor da infeccado por Leishmania envolve a resposta do tipo
Th1, com a produgé@o de INF-y e TNF-a, potentes indutores da fun¢ao leishmanicida de
macréfagos (SCOTT et al., 2004). A susceptibilidade a infecgao reflete na expanséo da
resposta Th2, com a producdo de IL-4 e IL-10, potentes inibidores da fungéo
macrofagica (SCOTT et al., 2004).

Nossos testes mostraram que camundongos BALB/ nao infectados ou
infectados com L. amazonensis nao apresentam producao de IL-4, citocina envolvida na
resposta do tipo Th2, indicando que talvez outra citocina envolvida nesta resposta
esteja sendo produzida. Segundo Ji et al. (2008), a citocina que estaria mais
relacionada a susceptibilidade a L. amazonensis é a IL-10 e ndo a IL-4, apesar de
ambas apresentarem minimo efeito na susceptibilidade de camundongos BALB/c
infectados com este parasita (JONES et al., 2000; JONES et al., 2002).

INF-y é uma citocina sintetizada predominantemente por células “natural
killer” e linfécitos T. Esta molécula participa na imunidade, na resposta inflamatéria e
cura de lesdes. Neutrofilos, linfocitos, macréfagos e fibroblastos possuem receptores
para INF-y. Os efeitos da HBO na producdo de INF-y ainda ndo estdo bem
caracterizados (GRANOWITZ et al., 2002). Camundongos submetidos a HBO que
foram tratados ou nao, ndao apresentaram producao de INF-y (Fig. 21). Granowitz et al.
(2002) observaram a supressao da secrecao de INF-y em humanos submetidos a HBO.
A producéao de INF-y foi observada em pequena quantidade em camundongos tratados
com Glucantime. Grupos de camundongos infectados que foram tratados com gel de
Propaina apresentaram uma producédo de INF-y cerca de duas vezes maior do que o

grupo controle, indicando uma agao imunoestimuladora da resposta do tipo Th1. O fato
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de observarmos um grande infiltrado eosinofilico nos cortes histoldgicos destes animais,
pode indicar um aumento de IL-5, o que sugere uma resposta do tipo Th2.

O fato dos grupos tratados com Glucantime ou Glucantime e Propaina
apresentarem menor produgdo de INF-y que os grupos controle ou Propaina,
respectivamente, pode ser decorrente da presengca de menor quantidade de parasitas
na leséo.

Baseado em nossos dados relacionados a agao do Glucantime e da Propaina
separadamente que apresentam melhora em relacao a lesdo, quando analisada a agcao
conjunta dos dois agentes, esperdvamos observar uma cura mais rapida da lesdo. No
entanto foi observada uma agdo semelhante aquela com Glucantime. Além disso, como
observado na figura 21, a producdo de INF-y por esses camundongos foi
significativamente menor que a producao dos camundongos tratados apenas com
Propaina ou n&o tratados (controle) e maior do que a producdo de INF-y por
camundongos tratados apenas com Glucantime. A analise histolégica, no entanto,
mostrou que houve uma acao adjuvante dos dois agentes, fazendo com que além de
cicatrizar a lesdo, como ocorreu em camundongos tratados apenas com Glucantime,
nao fossem observados mais amastigotas livres ou no interior de macrofagos em alguns
animais deste grupo. Para comprovar a auséncia de parasitas nestes animais, uma
analise por PCR, por exemplo, seria muito importante. A auséncia de parasitas na
regido onde havia a lesdo em alguns animais é um forte indicativo de que ao
prolongarmos o tratamento a leishmaniose podera ser curada e nao apenas controlada,

como ocorre com os tratamentos usualmente utilizados.
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Nossos resultados com Anfotericina B, Glucantime e Miltefosina, P. acnes e
Poly IC aplicados a culturas de macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis
e submetidos a hipdxia e de Glucantime, P. acnes, Propaina, papaina e HBO aplicados
ao modelo de infecgdo da leishmaniose no dorso de camundongos séo inéditos e
contribuem para estudos sobre interacdo farmaco/parasita tanto in vitro como in vivo e

para o desenvolvimento de terapias alternativas mais potentes para a leishmaniose.
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CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:
- Sob condigdes normoxicas em macrofagos peritoneais infectados com amastigotas de
L. amazonensis, os compostos Anfotericina B, Glucantime, Miltefosina e P. acnes
apresentam acgao leishmanicida dose-dependente. A exposigcdo das culturas de
macrofagos infectados e tratados a hipéxia anulou o efeito dose-dependente de
algumas doses de Anfotericina B, Glucantime, Miltefosina, P. acnes, além de anular o
efeito de Poly IC;
- HBO nao apresenta efeito leishmanicida no modelo de infeccdo de camundongos
susceptiveis BALB/c com L. amazonensis na regido do dorso. A andlise histologica do
material do dorso de camundongos infectados com L. amazonensis e submetidos a
HBO mostrou uma organizacdo semelhante ao tecido do grupo controle, porém,
apresentando uma quantidade muito superior de vasos sanglineos e
polimorfonucleares, principalmente de eosinéfilos, o que pode ser um indicativo da
presenca de IL-5, citocina presente na resposta imune do tipo Th2. A HBO suprimiu a
producao de INF-y no modelo de infec¢ao por L. amazonensis no dorso em relacao aos
grupos nao submetidos a esta condicéo;
- O tratamento dos camundongos infectados na regido do dorso com P. acnes, resultou
na formagao de nédulos inflamatérios nos locais de inoculacdo do imunoestimulador,
além de nao melhorar a lesao;
- Os tratamentos com papaina ou Propaina sozinhos ou juntamente com HBO nao
resultaram em reducado no tamanho das lesdes. Nos grupos de animais tratados com

HBO, P. acnes, papaina e Propaina foi observada uma revascularizagdo da regiao da
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lesdo através da andlise histolégica. A Propaina induz a uma menor exsudacdo da
lesao;

- O Unico grupo de camundongos a apresentar uma produgao de INF-y maior que o
grupo controle foi o grupo tratado com Propaina;

- Camundongos tratados com Glucantime, Glucantime e HBO ou Glucantime e
Propaina apresentam uma reducéo da lesdo similar e significativa quando comparadas
ao grupo de camundongos controle (ndo tratado); O Unico grupo de camundongos a
apresentar uma producéo de INF-y maior que o grupo controle foi o grupo tratado com
Propaina;

- Camundongos tratados com Glucantime ou Glucantime e HBO apresentaram a lesao
cicatrizada, porém, os macrofagos permaneceram infectados; Camundongos tratados
com Glucantime apresentam menor producao de INF-y que controle - talvez, por haver
menor numero de parasitas no hospedeiro, a resposta imune do tipo Th1 diminua;

- Quando analisados histologicamente, camundongos tratados com Glucantime e
Propaina, apresentaram lesdes cicatrizadas e sem macréfagos infectados;

- Camundongos tratados com Glucantime e Propaina, assim como o grupo tratado
apenas com Glucantime apresentaram producao de INF-y menor que o grupo controle;

- Ao analisarmos a producéao de IL-4, esta citocina nao foi observada em nenhum grupo

analisado.
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