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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas distribuidas mundialmente. A
quimioterapia é o tratamento mais eficaz para a doenca; apesar do grande numero de drogas
antileishmania disponiveis, sdo usualmente toxicas, caras e requerem um longo periodo de
tratamento. Portanto, torna-se necessaria a busca de novas substancias que sejam capazes de
atuar sobre o protozoario sem causar danos ao hospedeiro, que tenham uma via de
administracdo ndo invasiva e que, ainda, sejam viaveis economicamente. O acido kojico, ou
5-hidroxi-2-hidroximetil- y-pirona (HMP), é conhecido por inibir a enzima tirosinase no
processo de producdo da melanina, sendo extensivamente utilizado em cosméticos e também
como tratamento topico para melasma, ndo havendo citotoxicidade em humanos; entretanto, o
potencial do HMP como agente antileishmania nao é conhecido. O presente estudo analisou o
efeito deste bioproduto em infec¢des por L. amazonensis in vitro e in vivo. O HMP promoveu
a diminuicdo do crescimento de promastigotas e amastigotas em 62% (ICsp 34pg/mL) e 79%
(ICso 27,84 pg/mL) in vitro, respectivamente. A andlise ultraestrutural de ambas as formas
evolutivas tratadas com 50 pug/mL do HMP apresentaram corpos vesiculares no interior da
bolsa flagelar, induziu uma intensa vacuolizacdo intracelular bem como alteracGes
mitocondriais. O estudo in vitro também demonstrou que o HMP foi capaz de reverter o efeito
inibitorio causado pela L. amazonensis no que diz respeito a producédo de radicais de oxigénio.
A andlise histopatoldgica de lesbes proveniente de animais submetidos ao tratamento topico
com o HMP demonstrou que o tecido apresentou um intenso processo de cicatrizagdo. Além
disso, fibras coladgenas foram encontradas de maneira organizada no local da infeccdo de
animais tratados, com um pequeno infiltrado celular e diminuicdo do ndmero de parasitos.
Tendo em vista a acdo seletiva do HMP in vitro, o processo de ativacdo da célula hospedeira
pelo bioproduto e a diminui¢do do niumero de parasitos observados durante o tratamento com
a pomada, e pelo fato do HMP ser amplamente utilizado como agente antimelasma em
humanos, esse metabdlito pode ser promissor como tratamento tépico contra a Leishmaniose
cutanea e apresentando grande potencial como agente leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; Leishmania (Leishmania) amazonensis, tratamento
topico, &cido kdjico, 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.



ABSTRACT

Leishmaniasis includes a group of infectious diseases with worldwide distribution.
Chemotherapy is one of the most effective treatments for this disease; although a number of
anti-leishmanial drugs are available, these drugs are in general toxic, expensive and require
long-term treatment. Kojic acid, or 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyrone (HMP), is well
known for effectively inhibiting the tyrosinase enzyme in the process of melanin biosynthesis
and is extensively used in cosmetics and as a topical treatment for melasm with no
cytotoxicity observed in humans; however its potential as anti-leishmanial agent are
unknown. The present study was designed to determine the effect of this bioproduct on L.
amazonensis, following in vitro and in vivo infections. HMP (50ug/mL) was found to
decrease the growth by 62% (ICsp 34 pug/mL) and 79% (1Cso 27.84 pg/mL) of promastigotes
and amastigotes in vitro, respectively. Ultrastructural analysis of both evolutive forms showed
that HMP increasing the presence of vesicles bodies into the flagellar pocket, and inducing an
intense intracellular vacuolization and swelling of the mitochondrion. In vitro study also
demonstrated that HMP is able to reverse ROS inhibitory mechanism promoted by L.
amazonensis observed by nitroblue tetrazolium reaction. Histopathologycal analysis of in vivo
topical treatment with HMP ointment showed healing process and suppressed ulcer
dissemination in animal model. In addition, collagen fibers stained by picrosirus red, were
found at the infection site of HMP-treated animals and an absence or low-level cellular
infiltrate was observed, as well as a decrease in parasite burden. In view of the in vitro
selective action of HMP on leishmania parasites, the activation of host cells and in vivo
decrease in parasite burden, observed using HMP ointment, as well as the fact that HMP is
widely and safely applied as an antimelasm agent in humans, this compound could be useful
for the selective treatment of cutaneous leishmaniasis and may hold great potential as an anti-
leishmanial agent.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, topical
treatment, kojic acid, 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyrona.



1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses sdo um complexo de doencas que acometem milhdes de pessoas em
todo o mundo. De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), as leishmanioses
afetam 98 paises, dentre os quais 72 sdo classificados como paises em desenvolvimento,
sendo uma das seis doencas tropicais de maior relevancia no mundo e causadas por vinte
espécies de protozoarios flagelados pertencentes ao género Leishmania (WHO, 2010). No
Brasil foram registrados 21.961 novos casos em 2010, sendo que a maior parte dos casos
ocorreu nas regides Nordeste e Norte (73%). O Estado do Pard registrou 30% dos casos
ocorridos na regido Norte.

A doenca tem carater antropozoono6tico sendo transmitida atraves da picada do vetor da
doenca, o flebotomineo. A infec¢do ocorre em humanos bem como em animais silvestres que
se tornam reservatorios da doenca. A patologia pode apresentar desde lesbes cutaneas, que
podem se curar espontaneamente, até a forma mais grave da doenca, quando ocorre a
visceralizacdo e pode levar ao 6bito (Lainson, 2010). A quimioterapia € o tratamento mais
eficaz para a doenca; apesar do grande nimero de drogas antileishmania disponiveis, sdo
usualmente toxicas, caras e requerem um longo periodo de tratamento.

Desde a década de 40 a terapia mais aceita para todas as formas de leishmaniose é 0 uso
de antimoniais pentavalentes (Revisado por Alavi-Anani et al., 2012). Entretanto, a presenca
de diversas formas clinicas da doenca e o aparecimento de cepas resistentes aos antimoniais
pentavalentes, principalmente aquelas pertencentes ao género Viannia, tém dificultado o
tratamento (Ashutosh et al., 2007; Dias et al., 2007). As drogas de segunda linha como
anfotericina B e pentamidina apresentam pouca eficicia também devido a presenca de cepas
resistentes e por serem tratamentos invasivos e toxicos causando reagdes adversas (Croft &
Olliaro, 2011).

Novos medicamentos como miltefosina, paromomicina e sitamaquina sdo utilizados
amplamente como tratamento para leishmaniose visceral na india e também como tratamento
opcional em pacientes infectados por cepas resistentes (Neuber, 2008). Alem disso, a busca
por produtos naturais estd sendo foco de muitos estudos devido, principalmente, aos baixos
custos na obtencdo dessas substancias (Tempone et al., 2005; Sulsen et al., 2007; Mishra et
al., 2009). Outro aspecto importante é a utilizacdo de formulagdes, como pomadas e
emulsdes, a fim de combater a LC de maneira menos invasiva, como por exemplo, a

incorporacdo de medicamentos j& utilizados no tratamento da leishmaniose (antimoniais,



anfortericina B) em lipossomas e nonoparticulas, entre outros (Roy et al., 2012).

Além dos compostos sintéticos e o uso de carreadores que minimizam os efeitos
colaterais, diversos estudos tém focado no desenvolvimento de novas drogas com efeito
leishmanicida, como, por exemplo, bioprodutos provenientes de plantas e fungos, como
alcaloides, flavonoides, metabodlitos secundéarios, polissacarideos, entre outros (Sen &
Chatterjee, 2011; Alavi-Naini et al., 2012).

Desta forma, neste trabalho utilizamos um metabdlito de fungo, o 5-hidroxi-2-
hidroximetil-y-pirona (HMP), também conhecido como acido kdjico, proveniente de fungos
do género Aspergillus, para avaliar a sua acdo leishmanicida. O HMP possui uma variedade
de funcbes como inibidor de tirosinase (Chang et al., 2009), como cosmético para 0
tratamento de melasma (Lim et al., 1999; Mi Ha et al., 2007, Azzam et al., 2009), como
antitumoral (Burdock et al., 2001; Tamura et al., 2006; Moto et al., 2006), entre outras. A
acao sobre parasitos foi descrita em helminto, onde foi detectada a diminuicéo da producdo de
ovos de Schistosoma mansoni devido a inibigdo da enzima tirosinase 1 e 2 presentes nos
vermes adultos (Fitzpatrick et al., 2007), entretanto a sua acdo sobre protozoarios nao foi
descrita na literatura.

Além disso, 0 nosso grupo demonstrou que o HMP é capaz de ativar macréfagos
peritoneais de camundongos promovendo o aumento do espraiamento celular, formacgéo de
filopddios, alteracdo de componentes do citoesqueleto e aumento do indice fagocitico
(Rodrigues et al., 2011). Assim, tendo em vista os resultados positivos obtidos in vitro sobre a
célula hospedeira, 0 HMP parece ser promissor para utilizacdo como tratamento para

leishmaniose cutanea causada por Leishmania (Leishmania) amazonensis.

1.2. LEISHMANIA SP.

1.2.1 Classificacao

A leishmania é um parasita digenético e dimorfico pertencente ao reino Protista, sub-
reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophorea,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae, género Leishmania.

Nos anos entre 1903 a 1950 as leishmanias eram classificadas baseando-se apenas nas
manifestacdes clinicas causadas no homem e em caracteristicas como espécies de vetores que
transmitiam o parasita, distribuicdo geografica, tropismo e propriedades antigénicas do
parasita. Entretanto, atualmente caracteristicas bioquimicas e moleculares tambem foram

empregadas para a classificagdo taxondémica atual do parasito. O género Leishmania foi
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descrito por Ross em 1903 sendo que a maioria dos membros sdo parasitas de mamiferos.
Lainson & Shaw em 1987, dividiram o género em dois subgéneros: Leishmania e Viannia,
baseado na localizacdo dos parasitas no intestino do vetor. E, finalmente, Rioux em 1990,
utilizando a analise de isoenzimas, definiu os complexos atualmente existentes dentro de cada
subgénero (revisado por Bafiuls et al., 2007). Em conjunto, todas essas caracteristicas, mas
principalmente com o advento da biologia molecular, foi gerado um novo esquema de

classificacéo taxonémica (Figura 1).

Subreino
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Crithidia lLeptomonas FHerpetomonas  Blastocrithidia  Leish Sauroleish Ty Ph Endot
|
[ |
Subgénero Leishmania Viannia
|
| | | | | | i I
Complexo L. donovani L. mrrm L. major L. acthiopica . mexicana L. braziliensis L. guyanensis L. naiffi 1. lainsoni
Espécies L. archibaldi L. killicki [ major L. aethiopica L. amazonensis L. braziltensis L. panamensis L. naiffi | lainsoni
L. chagasi L tropica L. gamhami L. peruvigna L. guyanensis |
L. infantum L. mexicana Non pathogenic for L. shawi No final i
humans classification i
1. donovani L. pifano Old World L. colombiensis |
I venezuelensis L. arabica L. equatorensis |
1. gerbilli e e d
L. forattinii L. turanica
New Warld
L. aristidesi
L. enrietti
L. deanei
L. hertigi

Figura 1. Taxonomia do parasita Leishmania.
Fonte: Bafiuls et al., 2007 (com modificagdes).

Atualmente, sdo conhecidas 30 espécies de Leishmania e aproximadamente 20 causam
doenca em humanos em todo o mundo. Nas Américas, sdo conhecidas, 11 espécies
dermotropicas de leishmania causadora de doenca humana, sendo sete delas pertencentes ao
subgénero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanesis, Leishmania (V.)
panamensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi, L. (V.) shawi e quatro delas
pertencentes ao subgénero Leishmania: Leishmania (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis,
Leishmania (L.) venezuelensis e Leishmania (L.) pifanoi.

No Brasil foram identificadas sete espécies causadoras de leishmaniose cutanea, sendo
que seis pertencem ao subgénero Viannia e uma ao subgénero Leishmania. As espécies mais
conhecidas sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanesis e L. (L.) amazonensis e
outras quatro espécies foram descritas mais recentemente nas regiées Norte e Nordeste, sendo
elas: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi e L. (V.) shawi (Revisado por Lainson,
2010).



1.2.2 Morfologia

A leishmania é um protozoario intracelular obrigatdrio de células do sistema fagocitico
mononuclear e apresenta duas formas evolutivas: a forma promastigota (Figura 2A-B) e a
forma amastigota (Figura 2 C-D).

As formas promastigotas medem entre 5-15 um de comprimento, possuem um corpo
celular fusiforme e alongado com flagelo externalizado na porgdo anterior. As formas
promastigotas prociclicas sdo encontradas no intestino do vetor. Ap6s o processo de
multiplicacdo desencadeado no flebotomineo, essas formas sofrem alteracfes biogquimicas,
sendo chamadas de promastigotas metaciclicas. As promastigotas metaciclicas séo
encontradas na proshdcide do vetor e sdo as formas infectantes do parasita com alta
capacidade de se desenvolver no hospedeiro vertebrado (Kaye & Scott, 2011).

As formas amastigotas sdo ovdides ou arredondadas, medindo cerca de 2-4 um,
apresentam o corpo celular arredondado e flagelo internalizado. S&o formas resistentes
capazes de sobreviver no interior de células do sistema fagocitico, como macréfagos, células
dendriticas e neutréfilos. No interior dessas células desenvolvem mecanismos de escape que
promovem a sobrevivéncia do parasito e a progresséo da doenca (Thi et al., 2012).

Ambas as formas apresentam o flagelo emergindo da regido anterior do parasita,
chamada bolsa flagelar, bem como organelas especificas, como acidocalcisomos, glicossomos
e uma organela especializada, chamada cinetoplasto, que é uma regido com DNA altamente
condensado na mitocéndria. O parasita também apresenta, logo abaixo da membrana celular,
microtUbulos subpeliculares que tém como fun¢do determinar a distribuicdo de proteinas de
membrana e outras moléculas. A regido da bolsa flagelar ndo possui microtdbulos
subpeliculares, sendo o local onde ocorrem 0s processos de exocitose e endocitose da
leishmania (Vannier-Santos, et al., 2002).

Uma organela que esta presente apenas em formas amastigotas de Leishmania é o
megassomo, uma estrutura membranosa eletrondensas que pode variar de tamanho, aspecto e
numero. Essas estruturas podem desempenhar propriedades semelhantes as dos lisossomos,
além de serem organelas ricas em cisteina proteinases que estdo envolvidas na sobrevivéncia

do parasito no interior da célula hospedeira (Ueda-Nakamura et al., 2001).



Figura 2. Formas evolutivas do parasita Leishmania spp.

Forma promastigota: A- desenho esquemaético. B- Ultraestrutura de promastigotas de L.
braziliensis. Forma amastigota: C- desenho esquematico. D- Ultraestrutura de amastigota
Leishmania sp. Fonte: B- Cedida por Luis Henrique Farias, Laboratério de Biologia
Estrutural, UFPA, 2007 e A, C e D - The Medical Journal of Australia, 2004. F-flagelo, C-
cinetoplasto, M-mitocdndria, N-nucleo.

1.2.3 Ciclo evolutivo

O parasita Leishmania apresenta um ciclo evolutivo do tipo heteroxénico (Figura 3). O
parasita é transmitido por flebotomineos fémea para o hospedeiro vertebrado, principalmente
em regiGes com éareas florestais. No intestino do vetor, as formas promastigotas prociclicas
passam pelo processo de metaciclogénese, passando a ser infectante (metaciclicas) devido a
alteracdes nos seus constituintes de membrana, gerando um denso glicocalix composto por
varias moléculas ligadas a uma ancora de glicofosfoinositol (GPI), sendo o lipofosfoglicano
(LPG) a molécula mais abundante. O LPG desempenha um papel importante no momento da
adesdo do parasita ao intestino do vetor, além de ser um dos principais fatores de viruléncia
durante o processo de interacdo parasita-célula hospedeira (Kaye & Scott, 2011).

Durante o repasto sanguineo, as formas metaciclicas sdo inoculadas na pele juntamente
com a saliva do vetor. A saliva é necessaria para o processo de infec¢do, pois auxilia na
modulacdo da resposta imunolodgica local bem como a localizagdo dos vasos sanguineos e a
vasodilatacdo (Ramalho-Ortigao et al., 2010). Apos o repasto sanguineo realizado pelo vetor,
as promastigotas metaciclicas sdo reconhecidas na pele por células do sistema imune e
passam, entdo, para o meio intracelular formando o vacuolo parasitéforo, onde por influéncia
de enzimas, alteracGes do pH e temperatura sofrerdo modificacbes morfoldgicas adquirindo a

forma de amastigota (Sereno et al., 2007).
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As amastigotas, no interior da célula hospedeira, possuem mecanismos capazes de
burlar a reposta microbicida gerada pelo hospedeiro, bem como modular a resposta
imunoldgica inata e sinalizacdo celular (Kaye & Scott, 2011). Essa forma passa, entdo a ser
capaz de se multiplicar no interior das células fagociticas até a ruptura, passando a infectar
novos macrofagos e outras células do sistema imune, além de também infectar novos vetores
quando presentes no mesmo habitat do hospedeiro infectado (Bailey & Lockwood, 2007).

Quando as formas amastigotas sdo ingeridas pelo vetor, as células infectadas sdo
destruidas por enzimas digestivas presentes no intestino do hospedeiro invertebrado. A partir
da liberacdo das amastigotas no intestino, elas passam novamente a formas promastigotas que
sdo capazes de aderir ao epitélio através de moléculas especificas, como o LPG. Apds a
adesdo dessas formas no epitélio, o parasita passa a se multiplicar e, em seguida, migram para
a regido toracica do intestino, onde sofrerdo o processo de metaciclogénese, tornando-se
formas altamente infectantes, iniciando o ciclo quando ocorre um novo repasto sanguineo
(Ramalho-Ortigao et al., 2010).

|Prolifera-g§o no intestino do wetor|

Fagdcito

9 Fagolisossomo
CoR

Amastigota intracelular

Figura 3. Ciclo evolutivo do parasita Leishmania spp.
Fonte: Kaye & Scott, 2011 (com modificacdes)



1.2.4. A interacdo parasita-hospedeiro vertebrado

O processo de infeccdo das Leishmanioses inicia-se apds o repasto sanguineo onde o
vetor € capaz de transmitir formas promastigotas metaciclicas ao hospedeiro. Durante o
repasto sanguineo uma variedade de moléculas presentes na saliva do vetor é capaz de
modular a resposta imunolégica local bem como auxiliar a localiza¢do dos vasos sanguineos e
a vasodilatacdo (Kaye & Scott, 2011). Tais moléculas proporcionam o recrutamento de
células do sistema fagocitico, como neutrofilos e macrofagos para o sitio de inoculacéo a fim
de proporcionar a infeccdo destas células pelo parasita (Teixeira et al., 2005). Os parasitos
guando inoculados na derme, ativam o sistema do complemento induzindo a morte das
promastigotas, especialmente aquelas causadoras de LC. Entretanto, parasitos altamente
infectivos, que sofreram a metaciclogénese — modificagdes morfoldgicas, fenotipicas e
bioguimicas — que aumentam a viruléncia desses agentes, tornam 0s parasitos mais suscetiveis
a fagocitose e aumentando a sobrevivéncia no interior da célula hospedeira (Assis et al.,
2012).

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério de células do sistema fagocitico
mononuclear. O processo de fagocitose requer uma interacdo entre receptores especializados
na superficie de células fagociticas e ligantes complementares na membrana da célula alvo.
Os macrofagos, juntamente com os neutrdfilos, sdo as principais “células fagociticas
profissionais” no organismo. A fagocitose das promastigotas de Leishmania ocorre através da
ligagdo de moléculas do parasita — como, por exemplo, o lipofosfoglicano (LPG),
glicoproteina 63 (GP63) e a fosfatidilserina (FS) — a receptores presentes na superficie dos
macrofagos, desencadeando a formacdo prolongamentos citoplasmaticos para o processo de
internalizacédo do parasita e formacgéo do fagossomo (Gruenheid & Finlay, 2003).

O LPG ¢ determinante para progressédo da infec¢do e também sobrevivéncia do parasito
na celula hospedeira (Kavoosi et al., 2006). Sua presenca na forma amastigota é capaz de
atuar na inibicéo da fusdo do lisossomo, além de causar alteragcdes no reticulo endoplasmaético
da célula hospedeira conferindo, assim, protecdo contra degradacdo do parasito (Gueirard et
al., 2008). Os acucares contidos na propria molecula do LPG e na superficie de membrana das
promastigotas também auxiliam a sua fagocitose pelas células hospedeiras que possuem
receptores especificos, como as proteinas ligantes de manose e receptores de manose. Estudos
recentes demonstraram que o tipo de acucar presente na superficie de diferentes cepas de L.
braziliensis varia e estdo relacionados com as diferentes formas clinicas da doenca causada

por esta espécie (Farias et al., 2013).
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A GP63 é um potente fator de viruléncia durante a interacdo com a célula hospedeira e
também com o sistema do complemento, atuando diretamente dobre a proteina C3, inibindo a
cascata imunoldgica (Joshi et al., 2002). Em formas amastigotas a GP63 protease possuli
Otima atividade em meio &cido, como dos fagolisossomos, sendo capaz de degradar as
enzimas lisossomais (Cunningham et al., 2002). Além disso, a GP63 também foi capaz de
inativar a iINOS de macroéfagos infectados com L. major (Winberg et al., 2007).

A fosfatidilserina (FS) é um fosfolipidio presente membrana plasmatica das
promastigotas e possui alta especificidade com receptores na superficie de macrofagos. Esta
molécula também é encontrada na superficie de células apoptéticas, estimulando a atividade
fagocitica do macréfago, porém inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias e,
conseqiientemente, a reacdo inflamatdria (Wanderley et al., 2006). A presenca de parasitos
apoptoticos no momento da interacdo faz com que os macrofagos fagocitem essas células que
inibem a resposta microbicida e aumentam, assim, a chance dos parasitos vivos de
sobreviverem e proliferarem no interior da célula hospedeira (Van Zandbergen et al., 2006).
Recentemente foi demonstrado pelo nosso grupo que a FS pode estar diretamente relacionada
a forma clinica causada pela L. braziliensis (Farias et al., 2013).

As promastigotas metaciclicas apresentam uma capacidade de burlar os mecanismos
microbicidas gerados pelas células do sistema fagocitico e atuam no mecanismo de escape
realizado pelo parasita, como: resisténcia a acdo litica do sistema do complemento, adesdo e
entrada na célula hospedeira, protecdo contra a a¢do proteolitica no interior dos vacuolos
acidicos (Bogdan & Réllinghoff, 1999), inducdo da formacdao de redes extracelulares (NETSs —
neutrophil extracellular traps) em neutréfilos (Guimaraes-Costa et al., 2009) e, ainda inibir a
maturacdo fagolisossomal (Dermine et al., 2000). Durante o processo de inibicdo da fuséo
fagolisossmoal, o LPG exerce um papel importante uma vez que ele é capaz de inserir-se na
bicamada lipidica apos a internalizacdo do parasita fazendo com que haja uma desestruturacdo
da membrana culminando com inibicdo da formacdo do complexo enzimético NADPH
oxidase (Dermine et al., 2005; Lodge et al., 2006). A NADPH oxidase é um complexo
enzimatico com subunidades distribuidas pela membrana plasmatica e pelo citosol. Apds a
ativagdo celular, as subunidades irdo unir-se formando um complexo capaz de reduzir o
oxigénio (O2) em anios superdxidos (O;) (Robinson et al., 2004; Oliveira et al., 2006; Thi et
al, 2012). Posteriormente, os O, sdo convertidos em H,0O, espontaneamente ou por meio da
enzima superoxido dismutase (SOD) (Oliveira et al., 2006). Além das espécies reativas de
oxigénio, os macrofagos também produzem alguns radicais intermediarios, principalmente
oxido nitrico (NO), através da ativagdo enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). A iINOS

€ uma enzima que promove a conversao da arginina em NO e L-citrulina quando a célula
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hospedeira é ativada. O NO é uma molécula altamente reativa com potente capacidade
microbicida (Winberg et al., 2007). Além disso, esta molécula é sinalizadora para reacoes
moleculares no interior da célula, como ativacdo da guanilato ciclase e posterior liberacdo de
Ca'" intracelular (Lo et al., 2002; Winberg et al., 2007). A expressdo de iNOS esta ausente em
macrofagos residentes, sendo ativada, principalmente, por meio do LPS e INF-y (Hortelano,
2003; Van Assche et al., 2011; Horta et al., 2012).

Sendo assim, o desencadeamento de uma resposta bem orquestrada relacionada a
producdo de radicais (ROS, O, H,0,, OH’, NO), processo denominando “burst oxidativo”
(Figura 4), auxiliara no combate ao parasita e a defesa do organismo (Van Assche et al.,
2011). Diversos estudos foram realizados a fim de desvendar maiores detalhes acerca dos
fatores de viruléncia envolvidos na interacdo do parasita com sua célula hospedeira
(Cunningham, 2002; Dias et al., 2007; Gueirard et al., 2008; Farias et al., 2013). Acredita-se
que este seja um dos caminhos para o desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra

diferentes espécies de Leishmania.

BURST OXIDATIVO
LPS, IFNy, IL-1,PMA,... N
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Figura 4. Geracéo de radicais de oxigénio a partir de estimulo externo (Leishmania spp.)

O burst oxidativo se inicia com a ativacdo da enzima NADPH oxidase e iNOS. Essa ativacéo
leva ao aumento da producéo de dxido nitrico e radicais superoxidos que sao fundamentais no
processo de desenvolvimento do “burst oxidativo”. Fonte: Van Assche et al., 2011
(modificado).
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1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E IMUNOLOGICOS DURANTE O
PROCESSO DE INFECCAO POR LEISHMANIA (LEISHMANIA) AMAZONENSIS

1.3.1 Aspectos epidemioldgicos

As espécies causadoras de leishmaniose sdo comumente subdivididas em duas areas de
distribuicio geografica: espécies do novo mundo (Américas) e do velho mundo (Africa, Asia
e Europa). As espécies do subgénero Viannia foram isoladas no novo mundo, engquanto a
maior parte das espécies do subgénero Leishmania foram isoladas no velho mundo (Bafiuls et
al., 2007).

As leishmanioses sdo um problema de salde publica, atingindo 98 paises em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), sendo registrados por volta de 2 milhdes de
casos anualmente. E considerada pela OMS, como uma das seis doencas infecciosas mais
importantes, devido ao alto coeficiente de deteccdo, capacidade de produzir deformidades e a
ocorréncia de 20.000 a 40.000 mortes por ano, nos casos de leishmaniose visceral

Podem apresentar variadas manifestacdes clinicas, que se classificam dentro de duas
categorias amplas: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT). Nas Américas
ha uma ampla distribuicdo de casos que sdo causados por espécies distintas de Leishmania.
Cerca de 60.000 novos casos de LT sao registrados na América do Sul e Central, sendo que
79% destes casos ocorrem no Brasil, Peru e Coldmbia. Ja em relacdo a LV foram registrados
cerca de 4.000 novos casos por ano, sendo que desses, 7-22% foram letais (WHO, 2010).

O ciclo deste parasito esta associado a varios ambientes. No Brasil, por exemplo, a
maioria dos ciclos evolutivos do parasita ocorre em areas de floresta primaria. Entretanto, o
perfil da leishmaniose vem mudando devido, principalmente, a expansdo humana para areas
endémicas florestais, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao homem para uma doenca
de carater rural-urbana e até mesmo urbana em algumas regides do pais.

Devido a expansdo de cidades e areas de exploracdo de madeira e minério houve um
aumento nos registros de casos de LTA nos ultimos anos (Chagas et al., 2006). No Brasil,
foram registrados 21.961 novos casos em 2010, sendo que a maior parte dos casos ocorreu nas
regides Nordeste e Norte (73%) e o estado do Para contribuiu com cerca de 30% dos casos
ocorridos na regido Norte (BRASIL, 2011 em Sinan/SVS/MS
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/lta_casos08 09 11.pdf).
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1.3.2 Aspectos clinicos e imunoldgicos

A LC ou LTA, no Brasil € causada por diferentes especies como L. (Viannia)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, entre
outras.

A LC é causada pela infeccdo de macréfagos da derme que podem resultar numa intensa
resposta inflamatoria e lesdo tecidual da pele. Essa doenca pode apresentar diferentes perfis
clinicos, desde lesdes que se curam espontaneamente em alguns meses, até lesbes que
desenvolvem intensas respostas imunologicas causando deformacdes nas mucosas, COmo € 0
caso das leishmanioses mucocutaneas (LMC). As diferentes respostas desenvolvidas por
diferentes espécies de parasitos estdo relacionadas ao perfil imunogenético do hospedeiro, a
interacdo deste com o parasita e também com as espécies e cepas do parasita. Tais fatores irdo
determinar o tempo de desenvolvimento da lesdo e o processo de cura da infeccdo (Pires et
al., 2012; Nylén & Eidsmo, 2012).

As Leishmanioses podem ser divididas em dois polos principais segundo a geracao de
uma resposta imunoldgica, um poélo hiperreativo, que é causado por parasitos do subgénero
Viannia, que em como principal caracteristica a predominancia de uma resposta do tipo Thl,
e um poblo hiporeativo, que é causado pelo subgénero Leishmania, que tem uma resposta
predominantemente Th2 (Silveira et al., 2004). De acordo com as respostas imunes geradas
pelo hospedeiro frente a infeccdo, bem como as espécies do parasita, pode-se dividir as LC
em 4 formas clinicas distintas: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea
anérgica difusa (LCAD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e uma forma que surge a partir de
uma infeccdo causadora de leishmaniose visceral, que é chamada de leishmaniose cutanea
pos-kalazar (LCPK) (Nylén & Eidsmo, 2012).

A infecgdo pelo parasita Leishmania resulta em um intenso remodelamento do tecido, e
as LC geradas sdo resultado de uma infecgdo crénica da pele. Durante a LCL (com lesbes
ulceradas) geralmente apresenta um granuloma tipico com intenso infiltrado linfocitario,
especialmente do tipo CD4. Os neutrdfilos surgem posteriormente proximos a camada de
queratinécitos do epitélio e podem estar envolvidos no processo de destruicdo do tecido
(Figura 5-LCL ulcerado). Nas infecgdes causadoras da LMC apresenta uma resposta imune
intensa que medeia a destrui¢do do tecido, sendo os parasitas escassos na lesdo. Devido aos
altos niveis de TNF-a e INF-y estdo diretamente relacionadas a destrui¢do tecidual e com a
patologia (Figura 5-LMC). Durante a LCAD ocorrera o surgimento de varios nédulos nédo
ulcerados, com intenso infiltrado de macréfagos com grande nimero de amastigotas no

interior de vacuolos (Figura 5-LCAD). E por fim, a LCPK, que surge como consequéncia da



12

leishmaniose visceral, ird gerar lesdes ndo ulceradas e um intenso infiltrado linfocitario, que
pode variar dependendo da regifo de infeccdo. Geralmente na Africa ha predominéncia de
linfocitos CD4 enquanto que na India os predomina a presenca de linfocitos CD8 (Figura 5-
LCPK) (Nylén & Eidsmo, 2012)

A resposta imunolégica gerada pelo hospedeiro devido a presenca de diferentes espécies
de Leishmania apresenta similaridades, entretanto ha diferencas na resposta imune local. A L.
amazonensis ¢ o agente etioldgico causador de leishmanioses dermatrdpicas, apresentando
como principais formas clinicas a leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
cutdnea anérgica difusa (LCAD) e uma forma intermediéria, denominada leishmaniose
cuténea disseminada borderline (LCDB) (Silveira et al., 2004).

A LCL é caracterizada por uma lesdo ulcerada tnica ou maltipla. E a forma clinica mais
frequente da doenca tendo como agente qualquer espécie de Leishmania que ocorra nas
Américas (Pires et al., 2012). A LCL causada por L. (L.) amazonensis apresenta uma lesdo
caracteristica e facilmente distinguivel de outras espécies por apresentar um elevado infiltrado
de macrofagos intensamente vacuolizados e repletos de amastigotas, dando uma aparéncia de
granuloma. Em relacdo a resposta imunoldgica, a LCL pode apresentar um perfil de linfocitos
T CD4 e CD8 e ainda a presenca de citocinas como INF-y e IL-4. A predominancia de células
T CD4 e da resposta Thl promovera a resisténcia do paciente a infeccdo enquanto que a
predominancia de células T CD8 e o perfil Th2 estdo relacionados a suscetibilidade do
paciente. Pacientes que desenvolvem um equilibrio entre as respostas Th1/Th2 séo capazes de
se curar espontaneamente (Silveira et al., 2004).

Por outro lado, pacientes que desenvolvem aspectos clinicos da LCAD apresentam
lesbes nodulares, geralmente, ndo ulceradas, e distribuidas por toda extensdo do corpo ou
membro (Figura 5a). Além disso, tém uma resposta predominantemente do tipo Th2, ou seja,
producéo de anticorpos, com baixas concentragOes de IL-12 e INF-y e concentra¢des séricas
elevadas de IL-10, IL-4 e IL-5 (Reithinger et al., 2007). Essas Ultimas citocinas favorecem o
desenvolvimento do parasita, enquanto a diminuigdo de IL-12 e INF-y reduzem o
recrutamento das células de defesa ativadas (Gomes-Silva et al., 2007, Silveira, 2009). O
parasita também é capaz de reduzir a producdo de NO e radicais de oxigénio, bem como
reduzir a presenca do receptor de quimiocina CCR5, responsavel pelo recrutamento das
células de defesa do tipo Th1l (Campanelli et al, 2010). A producédo de IL-10 em macrofagos
infectados por Leishmania, geralmente esta envolvida com a suscetibilidade e progressdo da
doenca (Tripathi et al., 2007).
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H& evidéncias de que a L. amazonensis tem uma capacidade particular de interferir
negativamente em varios mecanismos imunol6gicos necessarios para a producdo de uma
resposta imune efetiva (Pinheiro, 2004, Silveira et al., 2009). A elevada producao de IL-10 e
baixa producao de INF- y durante o processo de infeccdo pela L. amazonensis culminara com
a inibicdo da enzima iNOS e diminuicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
fundamentais no processo de morte das formas amastigotas, fazendo com que o parasita seja
capaz de se desenvolver no hospedeiro (Figura 6b) (Mukbel et al., 2007; Van Assche et al.,
2011).

Figura 6. Leishmaniose cutanea anérgica difusa (LCAD)

A. Paciente com LCAD apresentando les6es nodulares. B. Histopatologia da bidpsia da lesdo
de pacientes com LCAD, demonstrando muitos vactolos repletos de amastigotas (seta).
Fonte: A-Silveira et al. 2005; B-Welcome images: WO0003420. Disponivel em:
http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/35/64/dcebd5017ebb12aabad520db1ca0.]

By

O paraista L. amazonensis também é capaz de causar uma forma intermediaria da
doenca, a LCDB, que apresenta placas eritematosas infiltradas, onde a disseminagdo da
doenca s6 ocorre a partir de 6 meses apds o surgimento da lesdo priméria, sendo o nimero de
lesbes secundarias limitadas. A resposta imune € intensa, mas incompleta, devido & inibicdo
de mecanimos da resposta imune celular, sendo reativada apds terapia com antimoniais. As
lesbes de LCDB sdo caracterizadas pela presenca de macrofagos intensamente vacuolizados
contendo uma quantidade moderada de amastigotas e menor quando comparadas as lesdes de
LCAD. Os macrofagos infectados geralmente apresentam linfécitos e células plasmaticas em

seu redor (Silveira et al., 2005).


http://images.wellcome.ac.uk/indexplus/obf_images/35/64/dcebd5017ebb12aabad520db1ca0.jpg
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1.3.3 A infecgéo por Leishmania e o processo de cicatrizagao

A pele € um 6rgdo que serve como barreira contra infeccdes, mas também como
importante 6rgao imunoldgico, uma vez que possui células que sdo capazes de detectar e atuar
contra agentes infecciosos. As lesbes na epiderme podem ser causadas por processos
mecanicos, bem como por determinados agentes infecciosos, como o parasita Leishmania.

O parasita quando entra em contato com a pele, inicialmente promove o recrutamento
de neutrofilos, enquanto que mondcitos/macréfagos, que sdo as células hospedeiras da
Leishmania, sdo a segunda linha de defesa (Nylén & Eidsmo, 2012).

Durante a LC existem fatores inerentes ao parasita que sdo capazes de alterar 0 processo
de cicatrizacdo. A Leishmania é capaz de produzir proteases que destroem tanto proteinas da
matrix extracelular (MEC) quanto barreiras da derme para que haja a propagacao da infeccao.
Além disso, ja foi demonstrado em modelo experimental que o aumento da quantidade de
colageno tipo I, em relacdo ao colageno tipo I, em animais infectados estd diretamente
relacionado ao sucesso do parasitismo, uma vez que o tipo Il promove a sustentacdo de
celulas inflamatorias, como, por exemplo, histidcitos vacuolizados e parasitados (Abreu-Silva
et al. 2004, Silva-Almeida et al., 2012).

Pacientes resistentes a LC e que desenvolvem uma resposta imunologica efetiva, sdo
capazes de promover uma rapida cicatrizacdo enquanto aqueles que sdo suscetiveis
desenvolvem a cronicidade da doenca (Pirmez et al., 1993). Sakthianandeswaren et al. (2005)
demonstraram que o processo de cicatrizacdo é extremamente importante para uma cura
rapida de LC causada por L. major e esta diretamente envolvida na resisténcia a LC.

O processo de cicatrizacdo geralmente ocorre através de uma resposta complexa a lesdo
tecidual promovendo alteragdes locais e sistémicas. Durante a cicatrizagdo ocorre 0
envolvimento de uma populacdo variada de células, da presenca de MEC e da agdo de
mediadores como citocinas e fatores de crescimento (Velnar et al., 2009).

Este processo ocorre em quatro fases: 1-coagulacdo e hemostasia; 2-inflamacdo; 3-
proliferacéo e 4-remodelacdo da MEC. Logo apos a leséo (Figura 7a) inicia-se a coagulagéo e
a hemostasia no local (Figura 7b). Este processo ajudara a proteger o sistema vascular
evitando a perda de sangue. O processo de homeostase € iniciado com a deposi¢do de uma
cobertura primaria de fibrina proporcionando um ambiente transitdrio para as plaquetas que
irdo secretar fatores de crescimento, citocinas e MEC. Estes mediadores auxiliardo a etapa
seguinte do processo de cicatrizacdo — a inflamacdo — recrutando neutréfilos e macrofagos
para o local da lesdo (Santoro & Gaudino, 2005). A fase inflamatéria tem o papel de

estabelecer uma barreira imune contra a invasdo de microorganismos e é subdividida em fase
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inflamatoria inicial (Figura 7c) e tardia (Figura 7d) (Nurden, 2011). Na fase inicial da
inflamacdo (apds 24-36h) é predominante a presenca de neutréfilos que irdo fagocitar e
destruir bactérias, particulas e tecido danificado. O recrutamento dos neutrofilos € essencial,
pois a presenca de bactérias impedird o processo de cicatrizacdo. Os neutrofilos produzem
citocinas, como TGF-B, bem como quimiocinas. Durante a fase tardia da inflamagao (apos 48-
72h), os macrofagos sao as células predominantes e continuam o processo de fagocitose. Estas
células sdo potentes reservatorios de fatores de crescimento e importantes mediadores, como
fator de crescimento epidermal, fator de crescimento de fibroblastos que irdo promover a
ativagdo de queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais. A auséncia de
monaocitos/macréfagos no local da lesdo ndo permitird o recrutamento destas células
retardando o processo de cicatrizacdo (Baum et al.,, 2005). Ao final da fase tardia da
inflamacdo haverd a producdo IL-1, citocina necessaria para a regulacdo da colagenase e
producdo de matrix extracelular.

Apo6s a conclusdo do processo de homeostase e da producdo de uma resposta
imunoldgica local, a fase proliferativa (Figura 7€) é iniciada ap6s 72h. E caracterizada pela
migracao de fibroblastos e deposi¢do da MEC sintetizada substituindo a rede inicial formada
por fibrina e fibronectina. Os fibroblastos desempenham papel fundamental na producgéo de
coladgeno que irdo atuar como sustentacdo para a MEC. A derme sem lesdo possui cerca de
80% de colageno tipo | e 25% de colageno tipo Ill, enquanto que a derme com tecido
granulomatoso expressa 40% de colageno tipo 111 (Robson et al., 2001).

Em seguida a producdo de colageno ocorrerd a Ultima fase, o processo de
remodelamento (Figura 7f) desse tecido, onde havera o desenvolvimento de um novo epitélio
e a formacdo da cicatriz. As metaloproteinases, produzidas por macréfagos, neutréfilos e
fibroblastos, sdo as principais enzimas responsaveis pelo remodelamento do tecido. O
processo de remodelamento ocorre principalmente na disposicdo das fibras de coladgeno, que
inicialmente, estdo desorganizadas e se tornam orientadas e interligadas com o passar do
tempo (Nurden, 2011). Ocorrerd também a contracdo do tecido por meio de processos
apoptoticos diminuindo o nimero de células no local e o tecido granulomatoso (Greenhalgh,
1998).
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Fonte: Beanes et al., 2003 (com modificacdes).
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1.4. TRATAMENTO

1.4.1 Modelos experimentais de leishmaniose tegumentar para testes de novos farmacos

O estudo da LT pode ser realizado em uma grande variedade de modelos
experimentais in vitro e in vivo, uma vez que esses modelos conseguem mimetizar bem
respostas celulares, moleculares e imunoldgicas fornecendo informagfes importantes para
testes com novas drogas (Passero et al., 2011).

Estudos in vitro, geralmente se iniciam com a utilizacdo drogas sobre formas
promastigotas em culturas axénicas, o que permite a contagem do nimero de parasitos viaveis
através do acompanhamento da curva de crescimento durante o periodo de tratamento. O
acompanhamento da curva de crescimento € o teste mais utilizado para realizacdo do
screening e 1C50 da droga testada, por ser um teste rapido, simples e barato. Entretanto,
variagdes utilizando testes mais especificos e complexos também podem ser realizados, como
por exemplo, a utilizacdo de marcadores de apoptose e andlise da ultraestrutura do parasita
para determinacdo de possiveis mecanismos de acdo (Fumarola et al., 2004; Sereno et al.,
2007).

Outro modelo amplamente utilizado in vitro é a acdo de novas drogas sobre
amastigotas intracelulares, utilizando como célula hospedeira, macréfagos peritoneais,
macrofagos derivados de mondcitos humanos e/ou linhagens secundarias de macrofagos,
como por exemplo, J774.1. A utilizacdo deste modelo permite que seja avaliado o potencial
da droga testada sobre as formas que serdo encontradas no hospedeiro vertebrado. O nimero
de parasitos é determinado através da contagem, em microscopia Optica, do percentual de
macrofagos infectados e/ou o nimero de amastigotas por macréfago. Além do nimero de
parasitos, este modelo também é amplamente utilizado para determinar do padréo de resposta
imunoldgica gerado pelo tratamento e também para analisar possiveis mecanismos de a¢do da
droga (Moura et al., 2011).

Apesar dos testes envolvendo as formas promastigotas serem de rapida execucéo, estes
demonstram que ocorrem diferencas no que diz respeito a suscetibilidade desta forma em
relacdo a forma amastigota. Tal fato ocorre principalmente devido ao fato de existirem
diferengas bioguimicas entre as formas. Os testes envolvendo formas amastigotas parecem ser
mais efetivos para determinar a toxicidade de novas moléculas e/ou drogas que venham a ser
promissoras para utilizagdo como medicamento no tratamento da Leishmaniose (Croft et al.,
2006).

Além de modelos in vitro, modelos experimentais utilizando animais tém sido
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amplamente desenvolvidos com intuito de possibilitar a analise da patogenia, resposta
imunolégica, imunomodulacdo gerada pela droga e avaliagdo de novos candidatos a farmacos
no tratamento das Leishmanioses. Os modelos animais mais utilizados sdo roedores,
especialmente hamsters e camundongos de diversas linhagens. Apesar destes modelos néo
refletirem fielmente todos os aspectos da doenca que ocorre naturalmente em humanos, eles
sdo capazes de proporcionar informagdes importantes no que diz respeito a resposta do

hospedeiro e do parasita ao tratamento (Passero et al., 2011).

1.4.2 Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses

O tratamento das leishmanioses € realizado utilizando-se uma variedade de
medicamentos. De acordo com a OMS existem tratamentos e doses medicamentosas que
diferem entre espécies do Novo e Velho Mundo, aqueles que séo espécie-especifico e ainda
entre lesbes complexas e simples (Bailey et al., 2007).

O principal tratamento recomendado pela OMS ainda é o antimonial pentavalente, que
pode ser administrado por via parenteral ou oral. Entretanto, algumas espécies de Leishmania
apresentam resisténcia aos antimoniais devido ao tratamento com doses elevadas deste
medicamento (Palumbo, 2009; Ashutosh et al., 2007). Muitos estudos realizados para
demonstrar a dose correta para administracdo dos antimoniais apresentaram resultados
inconclusivos e insatisfatérios, uma vez que a dose administrada e a via de administracdo
escolhida variam de acordo com a espécie, forma clinica e resposta do paciente (Ameen,
2007). Reinthinger et al., (2007) observaram que os antimoniais administrados via parenteral
sdo eficientes contra LCL causada por L. braziliensis, L. major e L. tropica. Porém, tal
administracdo ndao demonstrou eficacia contra LMC causada por L. braziliensis (Bailey et al.,
2007). Além da resisténcia dos parasitos, 0s antimoniais apresentam variados efeitos adversos
como: elevagdo dos niveis de transaminases séricas, reagbes dérmicas locais, anorexia,
nauseas e vomitos, tendo ainda seu uso contra indicado durante a gravidez e em pacientes
diabéticos (Pinheiro, 2004).

As drogas de segunda escolha sdo as anfotericinas e pentamidinas, geralmente
administradas em pacientes que ndo respondem ao tratamento com antimoniais ou que
possuem alguma restricdo ao seu uso (WHO, 2009). A anfotericina € um antibidtico que
possui atividade seletiva tanto sobre Leishmania quanto em Trypanosoma devido a sua alta
afinidade ao ergosterol, esterol presente apenas nesses parasitos e ausentes nas células
hospedeiras. Devido ao seu uso por 30 anos no tratamento de micoses, a resisténcia causada

pela anfotericina também torna o tratamento inadequado, principalmente em pacientes co-



20

infectados com HIV (Croft & Olliaro, 2011). Por outro lado, as pentamidinas tém apresentado
eficiéncia contra algumas espécies de Leishmanias do Novo Mundo como L. panamensis e L.
guyanesis (Bailey et al., 2007), aléem da eficacia no tratamento de LV. Sua agdo parece estar
relacionada com a inibicdo da biossintese de poliaminas e alteragdes na membrana
mitocondrial (Croft et al., 2006). Entretanto, ambas as drogas apresentam dificuldade no
modo de administracdo (infusdo - anfotericina ou intramuscular profunda - pentamidinas)
(Saldanha et al., 2009) e um potencial toxico elevado, apresentando como principais efeitos
adversos anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteracGes cardiacas (BRASIL,
2010).

Atualmente, analogos de lipofosfolipidios, como a miltefosina, edelfosina e ilmofosina
estdo sendo usadas como tratamento oral contra leishmaniose, demonstrando bastante eficacia
e tolerabilidade (Ameen, 2007). A miltefosina foi desenvolvida para o combate ao cancer por
atuar induzindo apoptose em células tumorais (Van Griensven & Diro, 2012). Essas
substancias demonstraram eficacia in vitro contra promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis e L. donovani, causadora de LV (Santa-Rita et al., 2004; Paris et al., 2004). Os
tratamentos com miltefosina ja estdo na fase quatro de testes que envolvem seres humanos e
tém demonstrado resultados satisfatorios quando é realizado tratamento por periodos de 1 a 3
meses (Rahman et al., 2011; Dorlo et al., 2012).

Com o advento da tecnologia de nanodrogas, como a producdo de lipossomas
contendo anfotericina e miltefosina e/ou nanoparticulas acopladas com primaquina e
anfotericina, diversos destes medicamentos tém sido reformulados com a intenc¢éo de reduzir
a dosagem e, conseqiientemente os efeitos adversos causados por drogas ja utilizadas ha
décadas (Palumbo, 2009; Roy et al.,, 2012). Além disso, formulagbes em forma de
cremes/pomadas para uso tépico utilizando paromomicina e imiquimode foram testadas em
pacientes infectados com obtencdo de cura variavel (Alavi-Naini et al., 2012; Salah et al.,
2013).

1.4.3 Tratamento experimental das leishmanioses

Atualmente, no que diz respeito ao tratamento das leishmanioses, a busca e o
desenvolvimento de novas moléculas que sejam menos toxicas, invasivas e de baixo custo é
constante. Desta forma, uma grande variedade de Oleos e extratos de plantas utilizadas
popularmente sdo objetos de estudos, principalmente oriundos da regido Amazodnica, devido a
grande biodiversidade natural (Braga et al., 2007).

Diversos fitoconstituintes apresentam efeito anti-leishmania tanto sobre formas
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amastigotas como formas promastigotas (Sen & Chatterjee, 2011). As chalconas foram
capazes de induzir alteragcdes ultraestruturais na mitocondria causando inibicdo das
desidrogenases mitocondriais, bem como € capaz de ativar a producao de radicais de oxigénio
da célula hospedeira no combate as formas amastigotas (Zhai et al., 1999; Kayser & Kiderlen,
2001). Por outro lado, os flavonodides, que estdo presentes em grande diversidade de plantas,
foram capazes de inibir a sintese de DNA através da inibicdo de topoisomerase Il (Mittra et
al., 2000). Extratos ricos em flavonoides também foram capazes de desempenhar acdo anti-
leishmania, através da ativacdo da célula hospedeira por meio do aumento da producdo de
Oxido nitrico e INF-y (Gomes et al., 2010). Outro grupo de moléculas, os alcal6ides, tem
como alvo vérias enzimas mitocondriais de amastigotas, sendo capaz de induzir apoptose
destas formas por um mecanismo independente da via das caspases. Neutrofilos infectados e
tratados com alcaldides foram capazes de gerar intensa producdo de radicais de oxigénio
culminando com a diminuicdo do nimero de parasitas (Saha et al., 2011).

Outros compostos descritos na literatura com acdo leishmanicida sdo metabolitos e
substancias produzidas e/ou provenientes de fungos. Metabolitos isolados de fungos
Nigrospora sphaerica, Hypocrella banbusa, Merulius incarnates apresentaram ser efetivos
contra promastigotas e amastigotas de varias espécies de Leishmania (Kayser et al., 2001; MA
et al., 2004; Jin & Zjawiony, 2006). Valinomicina e estaurosporina, metabolitos provenientes
do fungo Streptomyces sp., também tém acédo leishmanicida, entretanto demonstraram relativa
citotoxicidade para macrofagos J774.1 e células epiteliais (Pimentel-Elardo et al., 2010). Por
outro lado, o extrato aquoso obtido a partir do fungo Agaricus blazei promoveu efeito
leishmanicida dose dependente em espécies como L. amazonensis, L. chagasi e L. major
sendo este efeito mais intenso sobre as formas promastigotas. O extrato também foi capaz de
induzir a producdo de NO sem efeito citotoxico sobre a célula hospedeira (Valadares et al.,
2011).

Sendo assim, compostos/substancias/metabdlitos extraidos de microorganismos e/ou
plantas representam importante fonte na busca de novas drogas que possam ser utilizadas no

desenvolvimento de novas terapias no combate a leishmaniose.
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1.5 0 ACIDO KOJICO

O éacido kojico (AK) ou 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) (Figura 8), é um
metabolito aquoso produzido por varios microorganismos, especialmente fungos dos géneros
Aspergillus, Acetobacter e Penicillium. E uma substancia cristalina altamente solGvel em

agua, etanol e acetona (Gomes et al., 2001).

HO

OH

Figura 8. Estrutura quimica do &cido kojico, 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.

O HMP possui variedade de aplicacBes, sendo utilizado, principalmente, como
inibidor de tirosinase (Chang et al., 2009), agente antioxidante (Niwa & Akamatsu, 1991;
Gomes et al., 2001), como aditivo em alimentos (Burdock et al., 2001; Blumenthal et al.,
2004; Bentley et al., 2006), cosmético (Nohynek et al., 2004; Lin et al., 2007) como
tratamento de melasma (Lim et al., 1999; Mi Ha et al., 2007, Azzam et al., 2009), como
antitumoral (Burdock et al., 2001; Tamura et al., 2006; Moto et al., 2006), e ainda como
agente radioprotetor (Emami et al., 2007; Hosseinimehr et al., 2009).

Como agente antioxidante foi observado que o HMP diminuiu significativamente a
guantidade de ROS em sobrenadante de cultivo de neutréfilos, entretanto, houve uma
potencializagdo da producdo intrinseca desses radicais, possivelmente através da enzima
NADPH oxidase. Além disso, os neutrofilos tratados com HMP também demonstraram
aumento da quantidade de Ca™ intracelular, fon envolvido na produgio de mediadores
inflamatorios e ativacdo celular (Niwa & Akamatsu, 1991). Gomes et al. (2001)
demonstraram a capacidade do HMP em capturar ROS (OH’, O,’,0,) em tampéo fosfato. O
HMP foi ineficaz apenas para o radical H,O,. Seu papel antioxidante também foi observado
quando o HMP é adicionado em alimentos para preservacdo por mais tempo de verduras,
frutas e legumes (Burdok et al., 2001). O nosso grupo demonstrou recentemente que o HMP €
capaz de promover a ativacdo de neutrofilos provenientes de sangue periférico, observado
devido a producdo de ROS (Frade et al., 2012). Além disso, também foi demonstrado que o

HMP induz o processo de diferenciagdo de monocitos humanos provenientes de sangue
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periférico em macrofagos ativados (Costa et al., 2012).

Outra aplicacao para este metabdlito é a utilizagdo no tratamento de tumores. Fickova
et al. (2008) demonstraram que derivados do HMP contendo selénio séo eficazes na atividade
antiproliferativa em células de carcinoma de pele e mama, ndo sendo observado efeito
citotoxico. Além disso, 0 HMP ndo apresenta efeitos promotores do desenvolvimento de
carcinogénese no figado (Moto et al., 2006), na tiredide (Tamura et al., 2006) e na pele (Higa
etal., 2007).

Uma das aplicagbes mais comuns do HMP é a sua utilizagdo como cosmeético.
Nohynek et al. (2004) demonstraram ndo haver indicios de genotoxicidade ou toxicidade em
consumidores de cosméticos a base de HMP. Pomadas e cremes sdo amplamente utilizados
como clareadores para pele (Lin et al., 2007). O uso do HMP como clareador deve-se ao fato
deste metabolito ser um potente inibidor da tirosinase, enzima fundamental para producédo de
melanina (Mi Ha et al., 2007). A tirosinase € uma enzima que converte a tirosina em L-
dopamina, precursor de pigmentos da pele (Bentley et al., 2006). O HMP demonstrou ser tdo
eficaz quanto a hidroquinona na reducdo do pigmento formado pelo melasma (Lim et al.,
1999).

Outras aplicacBes recentes desse metab6lito sdo: o uso como radioprotetor contra
irradiagdo-y, que esta relacionada com a formagdo de complexos com manganés e zinco, que
passam a possuir grande estabilidade hidrolitica, tornando-se altamente lipofilicos (Emami et
al., 2007; Hosseinimehr et al., 2009); e a propriedade do HMP na formagédo de complexos
com metais que esta diretamente relacionado a inducdo do processo de cicatrizacdo em
camundongos tratados (Mohammadpour et al., 2012).

Por outro lado, a acdo do HMP sobre parasitas foi demonstrada apenas em um trabalho
na literatura, onde foi observada diminui¢do na producdo de ovos de Schistosoma mansoni
devido a inibicdo da enzima tirosinase 1 e 2 presentes nos vermes adultos (Fitzpatrick et al.,
2007). Entretanto, ndo existem trabalhos na literatura sobre a acdo do HMP em protozoérios,
durante a interagdo com a celula hospedeira ou como tratamento topico durante infeccdo

experimental de animais com Leishmania amazonensis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do metabdlito 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) durante a

infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a atividade do HMP sobre formas amastigotas e promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis in vitro;

2. Avaliar os efeitos do HMP sobre a morfologia de formas promastigotas e
amastigotas presentes em macrofagos infectados e tratados com HMP;

3. Determinar a resposta microbicida de macrofagos infectados e tratados com HMP;
4. Determinar a atuacdo do tratamento tdpico sobre animais infectados com

Leishmania amazonensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DO METABOLITO 5-HIDROXI-2-
HIDROXIMETIL-GAMA-PIRONA (HMP) E PRODUCAO DA POMADA

O HMP foi obtido, isolado e purificado por meétodo biotecnologico descrito por
Ferreira et al., (2010). A pomada foi produzida utilizando como base triacilglicerois
provenientes de sementes da planta Theobroma glandiflorum (cupuagu). Posteriormente, a

base foi aquecida e 0o HMP foi adicionado.

3.2 ENSAIOS IN VITRO

3.2.1 Cultivo e manutencao do parasita

As formas promastigotas de Leishmania  (Leishmania)  amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8) foram obtidas em meio NNN provenientes do Programa de
leishmanioses do Instituto Evandro Chagas, e mantidas em meio RPMI 1640, suplementado

com soro bovino fetal (SBF) em estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) a 27°C.

3.2.2 Obtencéo e cultivo da célula hospedeira

Macrofagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos Balb/c (Mus
musculus) com 5-8 semanas de vida, pesando entre 20-30g. Os animais foram anestesiados e
sacrificados para a coleta dos macrofagos, feita através de lavagem da cavidade peritoneal
com solucdo de Hanks estéril, utilizando seringa e agulhas estéreis. O material aspirado foi
concentrado por centrifugagédo a 600 G durante 10 minutos a uma temperatura de 4°C. O
sedimento foi ressuspendido em meio de cultura sem soro. A contagem das células foi feita
em Camara de Neubauer e a concentracdo ajustada de acordo com o numero de células
utilizadas em cada experimento. Os macrofagos foram entdo transferidos para placas de
cultura de 24 pocos ou garrafas de cultura e incubados a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,
e 95% de Oy, durante uma hora para adesdo. Apds esse periodo foi feita uma lavagem com
solucéo salina de fosfato estéril (PBS) pH 7.2, para remocéo de células que nédo aderiram, e
em seguida adicionado meio DMEM suplementado com 10% de SBF. As células foram,
entdo, mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Os animais foram sacrificados de
acordo com as normas do Comité de Etica (processo n° BIO001-09 CEPAE/ICB/UFPA-
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Anexo I).

3.2.3 Interacao parasita-célula hospedeira

Para determinacdo do indice de infeccdo de macrdfagos tratados com HMP, estas
celulas foram cultivadas como descrito no item 3.2.2, seguido da interacdo com
promastigostas na fase estacionaria de crescimento numa propor¢do de (1:10) durante 2 horas
a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi desprezado e os
macrofagos lavados com PBS, pH 7.2, por trés vezes, para retirar as leishmanias nao
internalizadas. Posteriormente a infeccdo, os macrdfagos foram tratados por 1 hora ou por 1h
durante 3 dias. Ap6s o tratamento, o sobrenadante foi retirado e as laminulas lavadas com
PBS. Em seguida, as células foram fixadas, desidratas e coradas como descrito no Anexo |I.
Foram contados 100 macréfagos por laminula e o indice de infeccédo foi obtido calculando-se

a porcentagem de células que endocitaram e a média de parasitas por células.

3.2.4 Analise ultraestrutural de promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis
tratadas com HMP

As alteragOes ultraestruturais causadas pelo HMP sobre as formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis foi determinado seguindo protocolo descrito abaixo:

a. Promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com HMP.

Parasitos em fase exponencial de crescimento (4° dia de cultivo) foram utilizados para
os testes com a droga. Os parasitos foram adicionados as garrafas de cultura em uma
concentracdo de 1x10° parasitos por mL. O metabélito foi adicionado na concentragdo de 50
pug/mL no primeiro dia de cultivo e ap6s quatro dias de tratamento as promastigotas foram
processadas para MET. Os parasitos foram centrifugados e o pellet obtido foi lavado com
PBS, seguido da fixacdo com 2,5% de glutaraldeido, 4% de formaldeido em tampéo
cacodilato de sodio a 0,1M por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram lavadas com tampé&o cacodilato e pds-fixadas em solucdo contendo 1% de tetréxido de
osmio e 0,8% de ferrocianto de potéssio por 30 minutos ao abrigo de luz e a 4°C.
Posteriormente, as células foram lavadas com tampédo e desidratadas em concentragdes
crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) seguido da infiltragdo em misturas de
acetona e epon (1:2, 1:1, 2:1, epon puro) e emblocamento em epon e DMP30 para

polimerizacdo por 48h em estufa a 60°C. Em seguida, cortes ultrafinos foram obtidos e
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contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo para posterior analise em MET LEO
906E.

b. Amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis tratadas com HMP

As células hospedeiras utilizadas no ensaio foram obtidas e cultivadas como descrito
no item 4.2.2 em garrafas de cultura. Em seguida, foi realizada a interagdo com promastigotas
na fase estaciondria de crescimento (7° dia de cultivo) numa proporcdo de (1 macrofago:10
parasitas) durante 2 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, em meio sem SBF. Apo0s esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e os macréfagos lavados com PBS, pH 7.2, por trés
vezes, para retirar as leishmanias néo internalizadas. Posteriormente, as células foram tratadas
com 50 pg/mL do HMP por 1lh. Apds esse periodo o sobrenadante foi desprezado e
adicionado DMEM e 10% SBF para manutencdo por 24h em atmosfera de 5% de CO, 37 °C.
Apos a infeccdo e o tratamento as células foram fixadas, raspadas e centrifugadas para
formagé&o do pellet, seguido do processamento para MET como descrito no item 3.2.4a.

3.2.5 Deteccdo de radicais superoxido em macréfagos infectados com L.(L.) amazonensis
e tratados com HMP

Macréfagos (5x10° células por poco) foram cultivados em placa de cultura como
descrito no item 3.2.2. As células foram lavadas com PBS e incubadas com meio contendo 0,5
mg/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT-Sigma), 1:10 parasitos e com 50 ug/mL do HMP.
Como controle positivo foi utilizado Saccharomyces cerevisiae (Sigma). Apds 1 h a 37°C e
em atmosfera de 5% de COy, as células foram fixadas com uma solucdo de Bouin (Solucéo A:
solucdo aquosa saturada de acido picrico 300 ml: formalina 40%-100 ml: solucdo B: 20 ml da
solucdo A e acido acético glacial-lmL) durante 30 minutos e lavadas com etanol a 70% e
agua destilada, para retirar o excesso do fixador. A coloracédo foi feita com o corante Giemsa,
diluido a 10 % em agua destilada, durante 1 hora a temperatura ambiente. Ap0s esse periodo,
as células foram desidratadas em acetona 100% e passadas em misturas crescentes de
acetona—xilol, até duas passagens finais em xilol puro. As laminulas foram, entdo, montadas
em laminas de vidro, tendo Entellan como meio de montagem. O experimento foi realizado
em triplicata e para cada laminula, aproximadamente, 100 células infectadas foram contadas.
As células foram diferenciadas em 2 grupos: macrofagos infectados que apresentavam
depdsitos de formazan (ROS+) e macrdfagos infectados que ndo apresentavam depdsitos de

formazan (ROS-). As células foram analisadas em microscopio 6ptico Axiophot Zeiss.
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3.3 ENSAIOS IN VIVO

3.3.1 Andlise da atuacdo do HMP sobre lesbes de animais infectados com L. (L.)

amazonensis

Hamsters (Mesocricetus auratus) pesando de 85-110g com idade entre 6-8 semanas
foram utilizados para infeccdo experimental. Os animais foram inoculados com 10°-10’
promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas durante a fase infectiva do parasita (fase
estacionaria de crescimento-7° dia de cultivo). Foi injetada uma quantidade méxima de 0,2mL
na pata posterior direita. Os animais foram acompanhados semanalmente até o
desenvolvimento da lesdo (pequena papula ndo ulcerada, por volta da 5% semana pos-
infeccdo). As lesGes foram medidas continuamente desde a infeccdo e, também
posteriormente, quando foi iniciado o tratamento topico com a emulsdo contendo o
metabdlito, na concentracdo de 100mg/g, uma vez ao dia durante 4 semanas. O
desenvolvimento da leséo foi acompanhado diariamente utilizando um paquimetro até o fim
do tratamento. Os animais foram entdo sacrificados e fragmentos das lesdes foram coletados e
processados para analises posteriores.

Os animais foram divididos em 3 grupos contendo 5 animais em cada.

e Grupo controle — animais infectados que ndo receberam tratamento;

e Grupo veiculo — animais infectados que receberam tratamento topico apenas com a
base utilizada no preparo da emulsdo, sem o metabdlito;

e Grupo tratado com HMP — animais infectados que receberam tratamento topico com o

HMP na concentracdo de 100mg/g;

Os experimentos foram realizados de acordo com projeto aprovado pela Comissdo de Etica
em Pesquisa de Animais da Universidade Federal do Para (processo n° BIO001-09
CEPAE/ICB/UFPA — Anexo I).

3.3.2 Histopatologia das biopsias

a. Analise de cortes corados com Hematoxilina e Eosina

Fragmentos da lesdo foram removidos e fixados em formol (10%) e incluidos em
resina parafina. Posteriormente, foram obtidos cortes de 5-7um de espessura que foram
corados com hematoxilina e eosina. Os cortes corados foram utilizados para determinagéo do
namero de parasitos e do numero de células presentes no local da lesdo. A contagem foi

realizada de acordo com Rocha-Vieira et al., (2003). Apos a captura das imagens utilizando o
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microscopio Zeiss Axiophot acoplado a camera digital, foi realizada analise morfométrica
quantitativa através do programa ImageJ. A contagem do numero de amastigotas e de células

foi realizada em 10 campos ndo continuos (630x).

b. Anélise de cortes utilizando coloracdo para deteccao de colageno

Cortes de 5-7um obtidos de fragmentos da lesdo foram fixados em formol (10%) e
incluidos em resina parafina. Os cortes foram desparafinizados e hidratados. Posteriormente,
foram incubados em solucéo aquosa de acido fosfomobilidico (0,2%) por 5 minutos, seguido
da coloracdo com Sirius red diluido em solugdo saturada de éacido picrico (0,1%) por 90
minutos. Os cortes foram lavados com &cido cloridrico (0,01N) e depois rapidamente com
alcool (70%). Esses cortes foram, entdo, desidratados em acetona 100% e misturas crescentes
de acetona—xilol, até duas passagens finais em xilol puro (Junqueira et al., 1979). As laminas
foram montadas utilizando Entelan. A andlise foi realizada utilizando Microscopio confocal
LSM510 Zeiss, sendo utilizado laser com comprimento de onde de 488nm para excitagdo e
emissdo em 520nm. Fibras colagenas que fluoresceram em verde foram consideradas fibras

do tipo Il e aquelas em vermelho do tipo 1.

3.3.4 Andlise ultraestrutural das bidpsias

a. Microscopia eletrdnica de transmissao
Fragmentos de lesdes obtidas de animais infectados e submetidos ao tratamento topico

com HMP foram processados para MET como descrito no item3.2.4a.

b. Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos de lesdes obtidas de animais infectados e submetidos ao tratamento topico
com HMP foram fixados com 2,5% de glutaraldeido, 4% de formaldeido em tampé&o
cacodilato de sodio a 0,1M por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas com tampéo cacodilato e pos-fixadas em solugdo contendo 1% de tetroxido de 6smio
e 0,8% de ferrocianto de potassio por 2 horas ao abrigo de luz e a 4°C. Posteriormente, as
células foram lavadas com tampéo e desidratadas em concentracfes crescentes de etanol
(50%, 70%, 90% e 100%-3x). Os fragmentos imersos em etanol foram colocados rapidamente
dentro de um recipiente contendo nitrogénio liquido e, posteriormente, foi realizada a fratura
utilizando uma lamina de metal resfriada. Apo6s a fratura, os fragmentos foram secos pelo
método do ponto critico (Modelo K 850 - Marca EMITECH) usando CO,. As faces cortadas

foram fixadas em suporte apropriado (stub) utilizando fita de carbono e metalizadas
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(Matalizador Emitech K550-England) com uma pelicula de ouro de, aproximadamente, 2nm
de espessura. As amostras foram, entdo, analisadas no microscopio eletrénico de varredura
LEO 1450VP.

3.4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos serdo analisados utilizando o Graph Pad Prism. O teste usado foi a

analise de variancia, ANOVA, e Teste-t de Student, sendo considerado como significante
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Acéo leishmanicida do HMP

A acdo do HMP foi, inicialmente, analisada sobre o crescimento de ambas as formas
do parasita. Foi observada uma diminuicdo do crescimento de promastigotas a partir do 1° dia
de tratamento quando comparado a curva de crescimento padrdo para leishmania (Controle).
Apbs 5 dias, a diminuicdo foi de 62% (ICso 34 pg/mL) no crescimento de promastigotas,
quando tratadas na concentracdo de 50 pg/mL (Figura 9A). Para avaliar a atividade
antiamastigota do HMP, macrdfagos infectados com L. amazonensis foram tratados por 24 e
72h. Foi observada diminuicdo de 48,9% (ICso 38,9 ng/mL) e 79% (ICsp 27,84 pg/mL) no
namero de amastigotas apos 24 e 72 h de tratamento com 50 pg/mL, respectivamente (Figura
9C). Também foi utilizada como referéncia a droga glucantime que apresentou um ICsy de

122,4 ng/mL para formas promastigotas (Figura 9B).
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Figura 9. Atividade do HMP sobre L. (L.) amazonensis in vitro.

A. Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com diferentes
concentragdes do HMP. *p<0.05; ***p<0.001; comparados com o controle (CTL). B. Curva
de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com diferentes
concentracdes de glucantime. C. Efeito do HMP sobre a sobrevivéncia de amastigotas
intracelulares. Macrdfagos foram infectados e tratados com HMP por 24 e 72h. Os resultados
foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. **p<0.01;
***p<0.001 comparados com o controle (CTL).
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4.2 Alteracdes ultraestruturais causadas em promastigotas e amastigotas intracelulares

tratadas com HMP

Para determinar as alteracdes em organelas especificas do parasito, foi realizada a
analise da acdo do HMP sobre a ultraestrutura do protozoario L. (L.) amazonensis. As formas
promastigotas de L. amazonensis foram analisadas ap0s 4 dias de tratamento, baseado nos
resultados obtidos em relagdo a acdo do metabolito sobre o parasita na curva de crescimento,
onde houve uma queda a partir do 4° dia. Os parasitas tratados apresentaram figuras
semelhantes a mielina no citoplasma (Figura 10B-inset) e presenca de estruturas indicativas
de corpos lipidicos (Figura 10B).

Posteriormente, a andlise foi feita em macrofagos infectados e tratados por 1h seguido
da manutengdo em cultivo por 24 h (Figura 11). O metabolito foi capaz de induzir alteracdes
morfologicas nas formas amastigotas e também em formas promastigotas que ainda nao
haviam sofrido o processo de diferenciacdo. As principais alteracdes observadas foram:
intensa atividade exocitica na bolsa flagelar (Figura 11D), intensa vacuolizacao intracelular
(Figura 11B, E-G), tumefagdo da mitocondria (Figura 11E), presenca de membranas
conceéntricas no cinetoplasto e mitocondria (Figura 11E-F) e alteracbes na membrana flagelar
(Figura 11D, F).
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Figura 10. AlteracGes ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 4
dias com 50 pg/mL de HMP.

A. Parasitos ndo tratados. B. Parasitos tratados com HMP. Observar presenca de vesiculas
semelhantes a corpos lipidicos (asteriscos) e figuras semelhantes a mielina no citoplasma (seta
larga). BF: bolsa flagelar; F: flagelo; C: cinetoplasto; M: mitocondria; N: nucleo. Barras: A-B
2um; inset 0,1 pm.
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Figura 11. AlteracOes ultraestruturais em amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis
50 pg/mL de HMP e mantidos em cultivo por 24h.

A. Macrofagos infectados ndo tratados com HMP apresentando morfologia tipica. Observar
amastigotas no interior de vacuolos parasitoforos (estrelas). B. Macrofagos infectados tratados
com HMP por 24h apresentando vacuolos grandes. Observar um reduzido nimero de
amastigotas e fragmentos dos flagelos (cabecas de setas). C. Macrofagos infectados e tratados
apresentando amastigotas com morfologia alterada no interior do vacutolo (estrelas), sendo
observada também a auséncia desta forma. D. Aumento de C; parasitas no interior do VP
apresentando alteracfes na membrana flagelar (setas delgadas) e vesiculas dentro da bolsa
flagelar (asteriscos). E. Amastigotas intracelulares apresentando membranas concéntricas
dentro da bolsa flagelar (setas delgadas) e no citoplasma (setas); intensa formacdo de
estruturas sugestivas de corpos lipidicos (asteriscos) no citoplasma. F. Parasitas intracelulares
apresentando membranas concéntricas (seta), alteracdo do cinetoplasto (cabeca de seta) e
estruturas semelhantes a corpos lipidicos (asteriscos). N, nucleo; BF, bolsa flagelar; C,
cinetoplasto; F, flagelo; M, mitocndria; VP vaclolo parasitoforo; NCH, ndcleo da célula
hospedeira; CH, célula hospedeira. Barras: A-B 5 um; D-E 2 pm.
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4.3 Producdo de ROS em macrdéfagos infectados e tratados com HMP

Tendo em vista os efeitos do HMP no processo de destruicdo da Leishmania,
especialmente sobre as formas amastigotas, foi testado se 0 HMP seria capaz de reverter a
acao inibitdria da L. amazonensis no que diz respeito a producdo de ROS. O HMP foi capaz
de reverter esse mecanismo inibitorio sobre a producdo de ROS observado na Figura 12 C-D.
Apos a quantificacdo do numero de macrofagos infectados que apresentavam depdsitos de
formazan, ocorreu um aumento de 63% da reacdo quando estas células foram submetidas ao

tratamento com 50 pg/ml de HMP por 1 hora (Figura 12 E).
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Figura 12. Detec¢do da producdo de superoxido através da reacdo citoquimica com NBT em
macrofagos infectados e tratados por 1 hora com HMP

A. Controle negativo da reacdo, macrofagos nao tratados e ndo-infectados. Observar a
auséncia de reagdo. B. Controle positivo, macrdéfagos infectados com Zimozan A (Sigma).
Observar reacdo no local da infeccdo (cabeca de setas). C. Macrofagos infectados com L.
producdo de radicais de oxigénio pela L. amazonensis (setas). D. Macréfagos infectados com
L. amazonensis e tratados com 50 pug/mL de HMP por 1 hora. Observar reacdo na célula,
mesmo com a presenca da forma promastigota aderida a superficie do macrofago (seta). E.
NUmero de macréfagos infectados que apresentaram depoésitos de formazan. MO+L.a.:
macrofagos infectados por L. amazonensis; MO+L.a.+KA: macrofagos infectados por L.
amazonensis e tratados com 50 pg/mL de HMP; ROS+: macréfagos infectados com depostos
de formazan; ROS-: macrofagos infectados que ndo apresentaram depositos de formazan. ***
p<0.001.
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4.4 Reducdo do namero de parasitos e do infiltrado celular em lesGes tratadas com HMP

Baseado na atividade leishmanicida in vitro, o HMP foi entdo testado em forma de
pomada para o tratamento tépico de modelo experimental de LC.

Primeiramente foi observada uma discreta diminuicdo no tamanho das lesdes de
animais tratados com HMP durante 4 semanas (Figura 13 A-C). Apesar da discreta
diminuicdo no tamanho da lesdo, foi observada a diminuicdo do numero de parasitos e
infiltrado celular (Figura 13 D-E). Um dado interessante observado é que os animais que
foram tratados apenas com o veiculo apresentaram uma diminuicdo semelhante aquela
observada nos animais tratados com o HMP, entretanto 0 nimero de parasitos no grupo
veiculo foi significantemente maior quando comparados ao grupo tratado com o HMP (Figura
13 D).
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Figura 13. Efeito do tratamento topico com HMP sobre a infeccdo experimental causada por
L. amazonensis

A. Desenvolvimento das lesdes em animais infectados e tratados ou ndo com HMP. O
tratamento iniciou-se 5 semanas apds a infeccdo e estendeu-se por 4 semanas. Os dados
representam resultados obtidos de 5 animais (n=5, para cada grupo). B. Andlise macroscopica
da lesdo de animais ndo tratados. C. Analise macroscopica da lesdo de animais tratados. D.
Quantificacdo do numero de parasitas no local da lesdo. Amastigotas foram quantificadas 1
més apos a interrupcdo do tratamento e a média foi calculada a partir da contagem de 10
campos ndo continuos. **p<0.001. E. Infiltrado celular no local da leséo. Os resultados foram
expressos a partir da analise de 10 campos ndo continuos. *p<0.05; *** p<0.0001
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4.5 Aumento da producdo de coldgeno em lesbes tratadas com HMP

A partir da obtencdo de material proveniente das lesdes tratadas e néo tratadas foi
realizada analise histopatoldgica, MET e MEV. Foi possivel observar que animais infectados
com L. amazonensis e tratados com HMP apresentaram diminui¢cdo no nimero de amastigotas
e do infiltrado celular (Figura 14 E-F) culminando com o processo inicial de cicatrizacdo
suprimindo o desenvolvimento de Ulceras disseminadas. Também foi observado que a anélise
de lesBes dos animais do grupo veiculo demonstrou uma grande quantidade de parasitos no
interior de vacuolos (Figura 14 C-D). Além disso, foi observada uma maior quantidade de
fibras de colageno do tipo I, através da coloracdo utilizando picrosirius red (Figura 15 C) e
também por MEV (Figura 16 B), além da disposi¢do organizada destas fibras. A anélise por
MET também confirmou que os animais tratados continham poucas células inflamatdrias no
local da infeccdo e uma elevada quantidade de fibras de colageno bem organizadas (Figura 15

D), quando comparadas aos animais controle (Figura 16 E).
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Figura 14. Secgdes histopatologicas de lesGes de animais infectados e submetidos ao
tratamento tépico com HMP.

A-B. Leséo de animais néo tratados apresentando uma grande quantidade de amastigotas no
interior de vacuolos quando comparados ao material de animais tratados com HMP observado
em B. C-D Lesdo de animais do grupo veiculo apresentando uma grande quantidade de
amastigotas no interior de vacuolos parasitéforos. E-F Lesfes de animais tratados com HMP
demonstrando uma grande quantidade de fibras de colageno (C). Coloracdo: H&E. Barras: A-
C-E: 20 um ; B-D-F: 10 pm.
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Figura 15. Secgdes de lesdes de animais infectados e submetidos ao tratamento topico com
HMP.

A. Andlise por microscopia confocal de lesGes do grupo controle, apresentando poucas e
dispersas fibras de colageno quando comparadas as lesdes de animais tratados com HMP que
apresentaram uma intensa organizacdo das fibras observadas em B; Coloragdo: Picrosirius
red. C-D Microscopia eletronica de transmissdo de lesGes de animais do grupo controle e do
grupo tratado, respectivamente. Observar a forma amastigota do parasita (P) no interior de
vacuolos (VP) da célula hospedeira e poucas fibras coladgenas (C). D. Observar a grande
quantidade de fibras colagenas tipo | organizadas e auséncia de formas amastigotas e
infiltrado celular. P, parasito; NCH, nucleo da célula hospedeira; VP, vactolo parasitoforo.
Barras: A-B 30 um; C-D 20 um; E-F 3um.
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Figura 16. Microscopia eletronica de varredura de lesdes de animais infectados e submetidos
ao tratamento com HMP

A. Lesdes de animais ndo tratados apresentando um grande nimero de amastigotas (setas) no
interior de vacuolos parasitoforos. B. Lesfes de animais tratados demonstrando uma intensa
producdo de material fibroso sugestivo de fibras colagenas bem organizadas e distribuidas por
todo o tecido (cabecas de seta). Barras: 20 pm.
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5 DISCUSSAO

A quimioterapia é o tratamento mais efetivo para 0 combate as leishmanioses,
entretanto as drogas atualmente utilizadas s@o geralmente toxicas, caras, necessitam de longo
periodo de tratamento causando efeitos adversos severos. Assim, torna-se necessario
identificar novas substancias e/ou drogas de origem natural que sejam efetivas e seguras para
o tratamento da doenca (Croft et al., 2006).

Visando a busca por terapias alternativas de tratamento das leishmanioses cutaneas, o
HMP ou é&cido kojico, apresenta-se como farmaco promissor. O HMP que é um metabdlito
secundario proveniente de fungos do género Aspergillus, é conhecido por apresentar grande
variedade de funcdes, dentre elas atividade antitumoral, inibidor da tirosinase — enzima que
participa na producdo de melanina — e acdo antioxidante em neutréfilos humanos (Niwa &
Akamatsu, 1991; Gomes et al., 2001; Burdock et al., 2001). A a¢do do HMP sobre parasitas
foi demonstrada apenas em um trabalho na literatura, onde ocorreu a diminuigédo na producéo
de ovos de Schistosoma mansoni devido a inibicdo da enzima tirosinase 1 e 2 presentes nos
vermes adultos (Fitzpatrick et al., 2007). Entretanto, ndo existem estudos que demonstrem o
efeito do HMP sobre protozoarios.

Desta forma, foi observado no presente estudo, que 0 HMP promoveu diminuicéo de
62% (1Csp 34 pg/mL) sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis apos o periodo
de 5 dias de tratamento. Roy et al. (1990) ao analisar a acdo de uma micotoxina, a
faseolinona, sobre L. donovani, obteve diminuicdo de 90% no crescimento destas formas
quando tratadas também com 50 ug/mL da toxina e sua agdo parece estar relacionada a
inibicdo da RNA polimerase e consequientemente, a sintese de RNA. Outro metabdlito isolado
do fungo Nigrospora sphaerica, a afidicolina e seus derivados, descritos como inibidor do
ciclo celular, demonstraram efeito sobre promastigotas de L. donovani, L. infantum, L.
enriettii e L. major utilizando doses baixas (ICsp < 5 ug/mL). Entretanto, apresentaram
relativa citotoxicidade sobre macrdfagos peritoneais (ICso > 25 pg/mL) (Kayser et al., 2001).
Além disso, as substancias hipocrelina A e B, que sdo pigmentos isolados de fungos
Hypocrella bambusa, também demonstraram efeito contra L. donovani, sendo que a
hipocrelina A foi mais eficaz que a B e até mesmo que a pentamidina e anfotericina B. Porém,
a alta toxicidade destas substancias tem limitado o uso clinico (Ma et al., 2004). Um
composto proveniente do cogumelo Merulius incarnatus também demonstrou efeito sobre
promastigotas de Leishmania (ICsp 3,6 pg/mL), no entanto também gerou moderada

citotoxicidade quando testado em células Vero (ICsp > 25 pg/mL) (Jin & Zjawiony, 2006).
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Apesar dos valores do 1Csy obtidos no presente trabalho serem maiores que aqueles
descritos na literatura — sobre formas promastigotas — € importante ressaltar que esse valor foi
inferior ao obtido com a droga de referéncia, glucantime (ICsp 122,4 pug/mL). Além disso, o
nosso grupo demonstrou recentemente que o HMP apresenta baixa citotoxicidade sobre
macrofagos peritoneais (concentragdes até 700 pg/mL) (Rodrigues, et al., 2011).

No presente trabalho, foi observado que a atividade leishmanicida foi mais
significativa sobre as formas amastigotas intracelulares, onde houve diminuicao de 79% (ICs
27,84 ug/mL) apds 72 h de tratamento. Resultados semelhantes foram observados com outros
metabolitos e compostos extraidos de fungos. Derivados da afidicolina, proveniente do fungo
Nigrospora sphaerica, promoveram a diminuicdo do crescimento de amastigotas
intracelulares de L. donovani, entretanto o mecanismo envolvido na atividade leishmanicida
ndo foi descrito (Kayser et al., 2001).

A leishmania € parasita intracelular obrigatério, tendo as células do sistema fagocitico
mononuclear como as principais células hospedeiras. A atuacdo de novos compostos sobre a
célula hospedeira da leishmania é importante para avaliar a acdo seletiva da droga sobre o
parasito ou para determinar se pode haver acdo estimulatoria e/ou imunomoduladora a fim de
auxiliar a destruigédo do parasita (Sen & Chatterjee, 2011).

A acdo antiamastigota observada apds o tratamento de macréfagos infectados e
tratados com HMP foi mais eficaz sobre as formas intracelulares, possivelmente devido a
acao indireta do metabolito sobre a célula hospedeira. Recentemente, nosso grupo demonstrou
que o HMP induziu a diferenciacdo de mondcitos humanos em macrofagos e é capaz de
promover a ativacdo de neutréfilos humanos, com aumento da producdo de ROS (Costa,
2012; Frade, 2012). Além disso, o0 HMP foi capaz de modular a ativacdo de macréfagos
peritoneais de camundongo, promovendo o rearranjo do citoesqueleto, aumento da superficie
de adesdo, aumento da atividade fagocitica e producéo de ROS (Rodrigues et al., 2011).

Estudos demonstram que a L. amazonensis possui a capacidade de inibir a resposta do
tipo Th-1, culminando com a diminui¢do da producdo de ROS e NO (Olivier et al., 2005;
Mukbel et al., 2007). No presente trabalho, foi demonstrado que o HMP é capaz reverter o
processo inibitorio da producdo de ROS causado pela L. amazonensis, uma vez que o0 HMP
induziu a producdo de ROS, mesmo na presenca do parasita. Outros estudos descritos na
literatura estdo de acordo com os resultados obtidos, a exemplo do extrato aquoso de
cogumelos da espécie Agaricus blazei Murill que demonstraram efeito contra amastigotas de
L. amazonensis promovendo reducdo de 44,1% no indice de infeccdo. Além disso, este efeito
parece estar relacionado a outros mecanismos independentes da producdo de NO (Valadares
etal., 2011).
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Os resultados encontrados na literatura relacionados a atuacdo de metabdlitos de
fungos sobre a Leishmania demonstram apenas a capacidade de inibicdo do crescimento
destes compostos. Poucos estudos determinam o mecanismo de acdo sobre a célula hospedeira
infectada e/ou o efeito do tratamento sobre a morfologia de ambas as formas. Assim,
trabalhos descritos na literatura demonstram que a identificacdo de alteragdes morfoldgicas
por microscopia de transmissdo pode auxiliar na elucidacdo de possiveis mecanismos de a¢do
de drogas (Adade & Souto-Padron, 2010). Por isso, o presente trabalho além de determinar a
atividade leishmanicida do HMP, também demonstrou alteracGes ultraestruturais causadas
pela agdo do bioproduto em formas promastigotas e amastigotas intracelulares.

Os resultados obtidos mostraram que a forma amastigota apos tratamento com HMP
apresentou intensa vacuolizacdo intracelular, alteracbes na membrana flagelar e a presenca de
multiplas vesiculas no interior da bolsa flagelar. A bolsa flagelar € uma invaginacdo da
membrana plasmatica localizada na regido anterior do parasita, onde nao existem
microttbulos subpeliculares. Esta caracteristica torna esta regido o local onde ocorrem 0s
processos de endocitose/exocitose do parasita (Landfear & Ignatushchencko, 2001). A
presenca de vesiculas no interior da bolsa flagelar dos parasitas pode estar relacionada a
tentativa destes em eliminar por exocitose compostos metabolizados no citoplasma
(McConville et al., 2002). Diferentes produtos naturais com atividade leishmanicida também
foram capazes de induzir tais modifica¢6es nesta regido, sugerindo alteracées metabdlicas no
parasita (Guimardes et al., 2010, Vendrametto et al., 2010).

Outra alteracdo morfoldgica observada, tanto em formas amastigotas quanto em
promastigotas tratadas por 72h com HMP, foi a presenca de figuras semelhantes a mielina e o
intenso acumulo de corpos sugestivos de lipidio no citoplasma do parasita. Alguns estudos
sugerem que a presenca de figuras semelhantes a mielina esta relacionada ao processo de
autofagia induzido pela acdo de diferentes drogas (Rodrigues & Souza, 2008) e que o
processo autofagico esta diretamente associado a resposta da celula ao estresse celular (Kondo
et al., 2005) sendo dependente da producdo de ROS (Djavaheri-Mergny et al., 2006). Além
disso, o acumulo de corpos lipidicos no interior dos parasitas, também parece estar
diretamente associado com a producéo de ROS e autofagia celular (Djavaheri-Mergny et al.,
2006). Assim, a indugéo da producao de ROS pela célula hospedeira tratada com HMP parece
induzir a formacédo de corpos lipidicos no citoplasma do parasito e consequentemente, pode
estar induzindo a morte destes por processo autofagico. Entretanto, outros testes devem ser
realizados para comprovar tal hipdtese, como, por exemplo, a marca¢do com da proteina

autofagossomal LC3 utilizando anticorpos especificos.
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Baseado na atividade leishmanicida in vitro do HMP, foram realizados ensaios
utilizando o HMP em forma de pomada para o tratamento topico de modelo experimental in
vivo de LC. O tratamento tdpico em forma de pomadas, 6leos e emulsdes, seria mais indicado,
uma vez que seria utilizado especificamente no tratamento de infecgdes cutaneas causadas por
Leishmania. Possuem ainda a vantagem de ndo serem invasivos e promoverem efeitos
adversos reduzidos no paciente. Diversos tratamentos tdpicos descritos na literatura
demonstram ser eficazes no combate a doenca, entretanto, apenas o imiquimode e a
paromomicina, estdo atualmente em fase de testes clinicos para uso em formulag6es tdpicas
como pomadas, cremes, géis e solucdes (Croft & Olliaro, 2011; Alavi-Naini et al., 2012;
Salah et al., 2013). Apesar disso, os resultados obtidos ainda s&o controversos devido a
complicacdes nas defini¢cbes de padrGes para o inicio do tratamento, duracdo e dosagens
utilizadas e, ainda, no que diz respeito aos critérios de cura apds o tratamento.

No presente estudo os animais infectados que foram tratados com a pomada contendo
0 HMP durante o periodo de 20 dias, apresentaram diminuicdo do infiltrado celular e reducéo
do nimero de parasitos apds o periodo do tratamento. Apesar da diminui¢do de parasitos no
local da infeccdo, ndo houve a eliminacdo por completo das formas amastigotas. Estudo
realizado por EI-On et al., 1989 demonstrou que houve intensa producdo de colageno 4
semanas apds o fim do tratamento, porém ndo houve eliminacdo completa das amastigotas
guando utilizou uma pomada contendo paramomicina a 12%, 2 vezes ao dia, durante 10 dias
para o tratamento de camundongos. Sendo assim, o tratamento por periodos mais longos, ou
mesmo, o tratamento duas vezes ao dia, poderia ser realizado até que se observasse a
completa cura dos animais. A manutencdo de alguns animais por um periodo prolongado,
apos a determinacdo da cura das lesbes, também seria indicada para a analise de possiveis
reincidéncias da doenca.

Outra possibilidade seria a utilizacdo do HMP juntamente com drogas ja conhecidas
por terem efeito leishmanicida, como a anfotericina B. Estudos demonstram que a co-
utilizacdo de certos tipos de compostos juntamente com drogas comercialmente utilizadas no
tratamento de doencas infecciosas, podem aumentar a eficacia destas drogas com consequiente
diminuicdo das doses utilizadas (Srivastava & Vaidya, 1999; Niimi et al., 2004; Kim et al.,
2012; Kim et al., 2013).

Além da diminuicdo do numero de parasitos, o tratamento com a pomada induziu o
processo inicial de cicatrizacdo no local da lesdo, comprovado pela presenca de numerosas
fibras de colageno no local da infec¢do, bem como a disposi¢do organizada destas fibras.
Sabe-se que a cicatrizacdo ocorre em etapas, entre as quais incluem os processos de

inflamacéo, proliferacdo celular e remodelamento do tecido onde neutréfilos, macréfagos e
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linfocitos sdo as primeiras células a chegarem ao local da leséo, seguido dos fibroblastos
(Miller & Nanchahal, 2005).

Durante o processo de infeccdo da Leishmania, o parasita produz proteases que séo
capazes de destruir proteinas da matrix extracelular e desestabilizar as barreiras da derme para
a propagacdo da infeccdo (Abreu-Silva et al., 2004). Além disso, estudos mostraram que a
presenca de fibras do tipo 111 esté relacionada ao sucesso do parasitismo, uma vez que essas
fibras parecem proporcionar a sustentacdo de células inflamatorias, como histiocitos
vacuolizados e parasitados, enquanto que as fibras do tipo | estdo relacionadas a manutencgéo
da arquitetura dos tecidos e a reestruturacdo da derme (Silva-Almeida et al., 2012). Os
resultados obtidos demonstraram que o HMP induziu, em animais infectados, a producéo de
grande quantidade de fibras de colageno tipo | em relacdo ao colageno do tipo I11. Um estudo
realizado por Baldwin et al. (2007) demonstraram que, em modelos murinos, a presenca de
fibras de colageno é elevada em é&reas onde um novo epitélio esta sendo produzido, e onde o
parasita é eliminado e o processo inflamatorio estd controlado. E mais recentemente, foi
demonstrado que o &cido kdjico (HMP) estimula o processo de cicatrizagdo em animais
lesionados quando utilizado como formulagéo tdpica na concentracdo de 6% durante 12 dias
de tratamento (Mohammadpour et al., 2012).

Um aspecto interessante observado neste estudo é que houve uma diminuicdo discreta
do tamanho da lesdo apesar da diminuicdo do infiltrado celular e do reduzido nimero de
parasitas, fato que pode estar associado a presenca de fibras de colageno numerosas e
alinhadas paralelamente. A acdo de compostos que se baseiam apenas no tamanho da lesdo
determinam dano tecidual em longo prazo e/ou processo de reparacdo somente através de uma
analise macroscopica. Porém, a morte do parasita e as modificaces no ambiente da lesdo
influenciam diretamente 0s processos de dano e/ou reparacdo tecidual, sendo necessaria a
andlise histopatologica para comprovacdo de caracteristicas como presenga do parasito e
estrutura do tecido lesionado (Sakthianandeswaren et al., 2005, Lecoeur et al., 2007). Assim,
a pequena diminuicdo do tamanho da lesdo dos animais tratados com HMP em relacdo aos
animais controle pode ser explicada devido ao fato da intensa producdo de fibras colagenas
que pode estar relacionada ao inicio do processo de cicatriza¢do, onde ainda ndo houve tempo
suficiente para que ocorresse o remodelamento do tecido, etapa final da cicatrizacdo (Nurden,
2011).

Outro dado obtido que merece destaque é que 0s animais que receberam apenas 0
tratamento com o veiculo (base de triacilglicerdis obtido da semente de frutos da planta
Theobroma grandiflorum - cupuagu) apresentaram diminuicdo no tamanho da leséo

semelhante ao observado em animais tratados com o HMP. No entanto, quando foi realizada a
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andlise dos cortes histologicos da leséo, o grupo veiculo apresentou uma grande quantidade de
amastigotas, quando comparado ao grupo tratado com HMP. A base proveniente de sementes
do cupuacu parece auxiliar no processo de cicatrizacdo e ndo diretamente sobre a morte do
parasito, porém, outros estudos deverdo ser realizados para determinar o potencial cicatrizante
da base. Além disso, acredita-se que a presenca do HMP possa estar induzindo a destruicdo
dos parasitos presentes na lesdo através da producdo de ROS pelas células hospedeiras. A
producdo de ROS também pode estar atuando para estimular a producédo de colageno, uma
vez que estudos na literatura demonstraram que a via de sinalizacdo PI3K/Akt € capaz de
regular a fibrinogénese, induzindo a proliferacdo de fibroblastos e sintese de colageno através
de mecanismo dependente da producdo de ROS (Lu et al., 2010). A partir da ativacdo das
células hospedeiras in vivo, acredita-se que possa estar ocorrendo a liberacdo de fatores de
crescimento, assim como de citocinas, desempenhando papel importante na morte dos
parasitas, e ainda, mediando a fibroplasia, processo essencial durante a cicatrizagdo (Baldwin
et al., 2007).

Este estudo, entdo, demonstrou, pela primeira vez, a a¢do leishmanicida in vitro do
HMP e também a acdo in vivo de pomada contendo o bioproduto. Os resultados obtidos no
presente trabalho demonstraram que o HMP poderia ser utilizado no tratamento de

leishmaniose cutanea tendo excelente potencial como agente leishmanicida.
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6 CONCLUSOES

[EEN
[

O HMP apresentou atividade leishmanicida sobre formas promastigotas e amastigotas

intracelulares in vitro;

2- O HMP reverteu o efeito inibitorio causado pela L. amazonensis no que diz respeito a
producdo de ROS;

3- O HMP promoveu alteracdes ultraestruturais sugestivas de morte celular por apoptose;

4

5

O HMP em forma de pomada demonstrou efeito leishmanicida in vivo;

O HMP em forma de pomada promoveu aumento na producao de fibras de colageno in
Vivo;
6- O HMP em forma de pomada induziu o processo de cicatrizagdo em modelo

experimental de leishmaniose cutanea apos o tratamento topico.
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activation agent to combat cutaneous leishmaniasis. Publicada em 18 de fevereiro de 2010
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2011. Registro: P10817954-9 A2 (Anexo III).

e  Patente internacional (EUA):
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8 PARTICIPACAO EM EVENTOS

e 17th International Congresso of Microscopy — 19-24 de Setembro de 2010
Trabalho apresentado: Murine macrophages treated with 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-y-
pyrone (HMP), obtained from Aspergillus fungi, presented cytoskeleton alterations and
increase phagocytic activity (Anexo V)

e XXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia/ XXXVII

Reunido Anual sobre Pesquisa basica em Doenca de Chagas — 25-27 de outubro
de 2010
Trabalho apresentado: 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-y-pyrone obtained from Aspergilus
fungi has antileishmanial activity in vivo (Anexo V1)
e |l Encontro Anual Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biologia
Estrutural e Bioimagem (INBEB) — 08-10 de novembro de 2010
Trabalho apresentado (oral e poster): In vitro and in vivo antileshmanial activity of HMP

obtained from Aspergillus fungi (Anexo VII)

9 DOUTORADO SANDUICHE

Doutorado sanduiche realizado no Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha
Meyer, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, no periodo de 12 de janeiro a 12 de fevereiro de 2011, através do PROCAD
NF21/2009 e INCT-INBEB.

10 PREMIACAO

Melhor Poster do 11 Encontro Anual do INBEB, Categoria mestrandos, doutorandos e

pos-doutorandos. (Anexo VIII)
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