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RESUMO

As leishmanioses sdo antropozoonoses que acometem cerca de 12 milhdes de
pessoas em todo 0 mundo, sendo endémica em 98 paises. Sdo causadas por parasitos do
género Leishmania, capazes de se multiplicar no interior de células fagociticas de
hospedeiros mamiferos, principalmente macrofagos, subvertendo a atividade
microbicida dessas células e gerando um ambiente favoravel para sua sobrevivéncia e
multiplicacdo. Essa patologia se manifesta sobre diversas formas clinicas: Leishmaniose
visceral (LV), Leishmaniose cutanea (LC) e Leishmaniose mucocutanea (LM). A
quimioterapia € o tratamento mais eficaz contra a doenga, entretanto, as drogas
leishmanicidas disponiveis possuem alta toxicidade, custo elevado e necessitam da
utilizacdo por longos periodos. Assim, a pesquisa e desenvolvimento de novos produtos
naturais para tratamento alternativo da doenca que demonstrem melhor eficacia contra o
parasito e que ndo apresentem toxicidade e efeitos adversos severos se tornaram
prioridade. O bioproduto Acido Kéjico (AK), um metab6lito secundario proveniente de
fungos do género Aspergillus que possui uma variedade de funcGes, dentre elas acéo
sobre o protozoéario Leishmania (Leishmania) amazonensis e 0 6leo de copaiba, obtido
do caule de algumas espécies pertencentes ao género Copaifera amplamente utilizado
na medicina popular desde o século 19, por via oral e tdpica, tem sua acdo demonstrada
sobre o protozoario Leishmania com varios estudos etnofarmacoldgicos. Desta forma, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo in vitro da associacdo acido kojico e éleo de
copaiba sobre o protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis e a célula
hospedeira. Foram realizados teste colorimétrico MTT, andlise de atividade
antiamastigota e dosagem de 6xido nitrico pelo método de GRIESS®. Os resultados
demonstraram que a associa¢do AK (50 pg/mL) e 6leo de copaiba (10, 20 e 30 pg/mL)
ndo induziu efeito toxico sobre macrdfagos apds tratamento por 24 horas. Além disso,
diminuiu significativamente a carga parasitaria e promoveu aumento dos niveis de
oxido nitrico (NO) liberado pela célula hospedeira na concentra¢do de 30 pug/mL. Logo,
a associacdo manteve a manutencdo da viabilidade da célula hospedeira e apresentou
atividade leishmanicida, evidenciando assim que esta associagdo pode ser utilizada em
futuros estudos in vitro sobre o protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Palavras chaves: Leishmanioses; Leishmania (Leishmania) amazonensis, Acido

Kojico, Oleo de Copaiba
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ABSTRACT

Leishmaniasis are anthropozoonoses diseases that affect around 12 million people
worldwide, being endemic in 98 countries. They are caused by parasites of the genus
Leishmania, capable of multiplying within phagocytic cells of mammalian hosts, mainly
macrophages, subverting the microbicidal activity of cells and generating a favorable
environment for their survival and multiplication. This pathology presents several
clinical forms: Visceral Leishmaniasis (VL), Cutaneous Leishmaniasis (LC) and
Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL). Chemotherapy is the most effective treatment
against the disease, however, the available leishmanicidal drugs have high toxicity,
costly and require long-term use. Thus, a research and development of bioproducts for
alternative treatment of the disease that demonstrate the best effect against the
parasite,without toxicity and severe adverse effects have become a priority. The
bioproduct Kojic Acid (KA), a secondary metabolite from fungi of the genus
Aspergillus that have a variety of functions, among them action on the protozoan
Leishmania (Leishmania) amazonensis and the copaiba oil, obtained from the stem of
some species belonging to the genus Copaifera, widely used in popular medicine since
the 19th century, orally and topically, has demonstrated its action on the protozoan
Leishmania with several ethnopharmacological studies. In this way, the objective of this
work was evaluated in vitro action of the association kojic acid and copaiba oil on the
protozoan Leishmania (Leishmania) amazonensis and the host cell. The MTT
colorimetric test, antiamastigote activity analysis and nitric oxide dosage by GRIESS®
method, were performed. The results showed that the association copaiba oil (10, 20
and 30 pg/mL) and AK (50 pg/mL) did not induce toxic effect on macrophages after
treatment for 24 hours. In addition, it significantly decreased parasite load and promoted
increased levels of nitric oxide (NO) released by the host cell at a concentration of 30
ug/mL. Therefore, the association maintained the viability of the host cell and showed
leishmanicidal activity, evidencing that this association can be used in future studies on

the protozoan Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania (Leishmania) amazonensis, Kojic Acid, Copaiba
Qil.
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1. INTRODUGCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses constituem um conjunto de antropozoonoses que acometem
cerca de 12 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, sendo endémica em 98 paises (BRASIL,
2016). Sdo doencas causadas por diferentes espécies de protozoarios flagelados do género
Leishmania e transmitidas através do repasto sanguineo de fémeas de vetores hemato6fagos,
conhecidos como flebotomineos (WHO, 2016; GOTO & LINDOSO, 2012).

Esta protozoose constitui um sério problema de salde publica com
aproximadamente 2 milhdes de pessoas infectadas por ano. Dessas, 1,5 milhdo corresponde
as formas clinicas cutdnea e mucocutdnea e 500 mil, a forma visceral. Paises em
desenvolvimento, como Brasil, Bolivia, Peru e alguns paises da Asia e da Africa sdo os
principais alvos endémicos das leishmanioses, com 0s maiores nimeros de casos notificados
(ALVAR et al,. 2012; WERNECK, 2014; HURREL et al., 2016).

A infeccdo causada pelo protozoario Leishmania desencadeia manifestacoes
clinicas diversas, que variam de acordo com a espécie envolvida e a interagdo com o sistema
imune do hospedeiro vertebrado. A partir da diferenca entre os sinais e sintomas, as formas
clinicas da doenca sdo classificadas em duas categorias principais: leishmaniose visceral
(LV), mais grave e correspondente a 25% dos casos e leishmaniose tegumentar americana
(LTA), que corresponde a 75% dos casos totais (BRASIL., 2010; WANG, 2010). Dados
epidemioldgicos indicam que o Brasil esté entre os cinco paises com o0 maior nimero de casos

notificados, o que ratifica o carater endémico da doenca (ARAUJO, et al., 2016).

A LTA, também denominada Leishmaniose cutanea (LC) é a forma clinica mais
branda da doenca e compreende um conjunto de manifestacfes clinicas que se caracterizam
por lesBes ulcerativas e/ou nodulares a nivel de mucosa, as quais sdo causadas por diferentes
espécies dermotropicas do género Leishmania, sendo que cada uma desencadeia um perfil
diferente de resposta imune do hospedeiro. Esta forma clinica subdivide-se em: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), cujos sinais e sintomas definem-se por lesdes ulcerativas

localizadas no local da picada do flebotomineo, leishmaniose cutéanea difusa (LCD), que



apresenta lesdes nodulares multiplas ndo ulceradas e muitas vezes autocicatrizantes e
leishmaniose mucocutanea (LMC) que causa a destruigdo cronica local da mucosa e
juntamente com a LCD desencadeia um perfil intermediario de patogenicidade, intitulada
leishmaniose cutanea disseminada borderline (LCDB) (MCGWIRE & SATOSKAR, 2014;
SILVEIRA et al., 2004, 2009).

A principal medida de intervencdo para tratamento de leishmaniose é a
qguimioterapia (DAVID E CRAFT, 2009). Os antimoniais pentavalentes sdo utilizados como
droga de primeira escolha desde a década de 40. No entanto, o tratamento com esses farmacos
enfrenta dificuldades como: custo elevado, elevada toxicidade e tratamento por longos
periodos, 0 que leva algumas cepas a adquirirem resisténcia ao tratamento. Nos casos de
pacientes que ndo respondem adequadamente ou possuem alguma restri¢cao ao tratamento com
0s antimoniais, sdo utilizadas Anfotericina B e Pentamidinas como drogas de segunda
escolha, porém, essas também possuem fatores limitantes para seu uso como alta toxicidade,
invasividade do tratamento, altos custos e efeitos colaterais severos (CHAKRAVARTY &
SUNDAR, 2010; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Devido a tais limitacbes com relacdo ao tratamento, a busca por métodos
alternativos para o tratamento da doenca que atuem em vias ainda ndo testadas ou estudadas
profundamente se torna essencial. Dentre os bioprodutos desenvolvidos destacam-se 0S
alcaldides, metabdlitos secundarios, extratos, polissacarideos, dentre outros, que sao extraidos
de diversas fontes (KAYSER et al., 2001; MISHRA et al., 2009).

1.2 Leishmania sp.

1.2.1 Classificacéo

Ross, em 1903, definiu taxonomicamente o género Leishmania como pertencente
a ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae. Devido ao grande numero de espécies
identificadas e descritas desde entdo outros modelos taxonémicos foram propostos, sendo a
classificacdo de Lainson & Shaw (1987) a mais utilizada. Esta divide o género Leishmania em

dois subgéneros: Viannia e Leishmania.



A partir da década de 60, a classificacdo das espécies de Leishmania que se
baseava apenas em caracteristicas extrinsecas - distribuicdo geogréfica, manifestacdes
clinicas, vetores e padrbes epidemioldgicos - passou a levar em consideragdo critérios
intrinsecos, como: fatores bioquimicos, imunoldgicos, moleculares e resposta terapéutica (DA
SILVA, 2013; VALE & FURTADO, 2005).

Diversas espécies de Leishmania estdo distribuidas pelo mundo, sendo conhecidas
como espécies causadoras de LC e /ou LV no “Novo Mundo” e no “Velho Mundo” (VON
STEBUT, 2015). Cerca de 30 espécies de Leishmania j& foram identificadas, sendo 20
patogénicas ao homem (NEUBER., 2008; BANULS et al., 2007). Nas Américas sdo
conhecidas 11 espécies dermotrdpicas responsaveis por causar a leishmaniose tegumentar
Americana (LTA), sendo as principais espécies: L. amazonensis, L. braziliensis, L. mexicana,
L. peruviana e L. panamensis, sendo apenas uma espécie causadora da forma visceral, a L. i.
chagasi (PACE, 2014). Dessas, sdo reconhecidas pelo menos sete espécies responsaveis pela
doenca em humanos no Brasil, uma espécie do subgénero Leishmania, a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, e 6 espécies do subgénero Viannia sendo as principais:
Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensi, L. (V.) lainsoni, L.(V.) naiffi, L. (V.)
lindenberg e L. (V.) shawi (BRASIL, 2010).

1.2.2 Morfologia

De forma geral, os parasitos do género Leishmania se reproduzem por diviséo
binaria, sdo unicelulares e digenéticos (heteroxenos), ou seja, alternam sua forma evolutiva
durante seu ciclo, o que inclui a participacdo de um hospedeiro vertebrado e um invertebrado,
compreendendo as formas amastigotas e promastigotas respectivamente (TANAKA et al.,
2007).

As formas promastigotas sdo extracelulares, se reproduzem por divisdo binaria e
sdo encontradas no tubo digestivo e na saliva do flebotomineo. Caracterizam-se por um corpo
celular alongado e fusiforme com 1,5 um de largura e 20 um de comprimento e apresentam
um flagelo livre que emerge de uma invaginagdo presente na regido anterior do parasito, a
bolsa flagelar (Figura 1A). Ha ainda uma subdivisdo dessa forma evolutiva em formas
prociclicas, com multiplicacdo no intestino do vetor e metaciclicas, as quais séo infectantes

para 0 hospedeiro vertebrado. Na forma amastigota, que é intracelular obrigatoria, o parasito



se apresenta na forma oval ou esférica com 2-6um de didmetro, dependendo da espécie, com
flagelo pequeno e internalizado, o que caracteriza a auséncia de motilidade (Figura 1B). Sdo
encontradas no interior de vacuolos das células do sistema mononuclear fagocitico (SMF),

principalmente em macréfagos do hospedeiro mamifero (VANNIER — SANTOS et al., 2002).

Na matriz citoplasmatica é observado o nucleo grande e arredondado, aparelho de
Golgi, reticulo endoplasmatico, ribossomos, vacuolos, inclusdes lipidicas, entre outras. Além
disso, ambas as formas evolutivas possuem cinetoplasto, um complexo em forma de bastdo
composto por uma mitocondria que se estende ao longo do corpo celular até uma determinada
porcdo proximo do corpo basal, onde forma um complexo de DNA mitocondrial composto
por um DNA altamente condensado, o KDNA. O cinetoplasto se localiza perpendicularmente
a base do flagelo e as relativas posi¢cOes dessas estruturas sdo o principal modo de
classificacdo dos diferentes estagios do ciclo de vida de tripanossomideos (Figuras 1C e 1D)
(DE SOUZA, 2008; CAVALCANTI et al., 2008).
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Figura 01: Formas evolutivas do protozoario. (A) Forma promastigota, (B) Forma amastigota
dentro de vacuolo parasitoforo, (C) esquema mostrando a forma promastigotas, (D) esquema
mostrando a forma amastigota.

Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.



1.2.3 Ciclo bioldgico

O parasito Leishmania apresenta ciclo de vida heteroxénico (digenético), tendo
como reservatdrios 0 homem, que é o hospedeiro acidental e os hospedeiros naturais, animais
domeésticos e alguns animais silvestres, como preguicas e canideos selvagens, dentre outros
(BRASIL, 2013).

A doenca é transmitida por hospedeiros invertebrados do género Lutzomya e
Phlebotomus, pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae,
género Lutzomya, conhecidos popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como
mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (BRASIL, 2013). Os insetos pertencentes ao
género Phlebotomus s&o comumente encontrados no velho mundo (Europa, Asia e Africa),
enquanto que os do género Lutzomyia habitam o novo mundo (América central e do sul)
(PACE, 2014). O inseto vetor geralmente realiza sua alimentacdo no periodo da noite, séo
encontrados em regido de florestas, habitando a cobertura florestal, ocos de arvores, fendas de
rochas e também em cavernas. Entretanto, quando o homem invade a floresta ou habita areas
de desmatamento, residindo em casas préximas as florestas, 0 mosquito entra em contato com
0 mesmo, transmitindo a doenca (CHOLEWINSKI et al., 2015).

O ciclo evolutivo do parasito se inicia quando as fémeas do vetor realizam o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado e ingerem formas amastigotas que se
encontram livres na circulagdo ou no interior de macrofagos. Estas se fixam no intestino
médio do hospedeiro invertebrado e apos distensdo sanguinea, sofrem modificacdes tornando-
se promastigotas prociclicas, totalmente replicativas e ndo-infectivas. Cerca de cinco dias
depois, no epitélio do trato digestivo do vetor, os parasitos sofrem um processo de
diferenciacdo celular denominado metaciclogénese. Durante esse processo, as formas
promastigotas de Leishmania comecam a sofrer varias alteracbes em seus constituintes de
membrana, com o alongamento da estrutura do LPG, principal fator de viruléncia do parasito,
e alongamento do flagelo. Com o término da metaciclogénese, as promastigotas prociclicas
tornam-se promastigotas metaciclicas, com elevada capacidade de infeccdo, que, por sua vez
saem das células intestinais e migram para a probdscida do vetor sendo inoculadas no
hospedeiro durante o hematofagismo (Figura 02) (KAYE & SCOTT, 2011; NEUBER, 2008;
TEIXEIRA et al., 2013).



No hospedeiro mamifero, as formas promastigotas resistem a lise do
complemento sendo internalizadas por fagocitos, principalmente mondcitos, neutréfilos e
células dendriticas (RIBEIRO-GOMES et al., 2014). Em seguida, as formas promastigotas
sofrem outras modificagdes, assumindo formato arredondado e com flagelo internalizado. As
formas amastigotas aptas, se multiplicam no interior de um compartimento com pH &cido e
enzimas hidroliticas, denominado vacuolo parasitoforo, presente no interior das células
fagociticas até sua ruptura (HENRIQUES et al., 2003) sendo posteriormente, liberadas na
corrente sanguinea para que possam infectar outras células e podendo ser ingeridas por novos
vetores durante seu repasto sanguineo, mantendo assim o ciclo (Figura 02) (GREGORY;
OLIVIER, 2005; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009).

Mosquito retira sangue Promastigotas sio
do hospedeiro e injeta :
Promastigotas se multipli- promastigotas e fagocitados pelos

cam no estémago do

e mosquito transmisso w

W

Amastigotas se transforman em pro-
mastigotas no estémago do mosquito

o macrofagos

o &®

Promastigotas =2 transformam
am amastigotas no intarior
dos macrofagos

o‘ ..:o“ < /
o o

®8 :
@ ":%
2N @@ O o /\ 3 Amastigotas s3o liberados e
B \ ;‘ A infectam outras células

” ; - p—
o Ingestdo de células L .
parasitadas —

o Mosquito ingere sangue
infectado do homem

Estagio nos Flebotomineos Estagio nos mamiferos

Figura 02. Figura esquematica do ciclo biologico da leishmaniose evidenciando o estagio de
desenvolvimento do protozoéario no hospedeiro vertebrado e invertebrado.

Fonte: Global Health — Division of parasitic diseases and malaria, 2013 (Adaptada).

No contexto in vitro, sdo utilizadas formas promastigotas de Leishmania
cultivadas em meio liquido para estudos de caracterizacdo e interacdo com a célula do
hospedeiro vertebrado. O cultivo apresenta duas fases principais de crescimento celular, a fase
logaritmica ou exponencial, onde ha aumento constante do nimero de parasitos além de

intensa atividade metabdlica e a fase estacionaria, onde ndo ha aumento dos niveis de



crescimento celular e a atividade metabolica decresce. A atividade proliferativa, também
denominada curva de crescimento, obedece a um padrdo sigmoidal e depende de diversos
fatores como adaptacdo a cultura, as condi¢des do ambiente, a disponibilidade de substrato
fisico e suprimentos de nutrientes necessarios para promover o crescimento. A infectividade
das formas promastigotas depende do ciclo celular e é restrita a fase estacionaria de
crescimento in vitro, mais especificamente entre o sétimo e oitavo dia de cultura (DE
ALMEIDA & BOAVENTURA, 2005; FARIAS et al., 2013; SACKS & PERCKINS, 1984).

1.3 CELULA HOSPEDEIRA E A INTERACAO COM O PARASITO

As primeiras células a interagirem com os parasitos apds a inoculagdo pelo vetor
sdo neutrofilos e células dendriticas dérmicas. No entanto, essas células ndo oferecem
ambientes propicios para a replicacdo e sobrevivéncia do parasito a longo prazo. Ja os
macrofagos residentes da derme, por sua vez sdo rapidamente infectados, sendo as principais
celulas envolvidas na resposta imune do hospedeiro contra o parasito Leishmania (PETERS,
2008).

Os macrofagos, originados dos mondcitos, desempenham funcdes de defesa inata
do organismo, sendo responsaveis por reconhecer, fagocitar e destruir patégenos invasores e
células mortas. Essa acdo é mediada por uma série de processos que medeiam a interacdo
entre os fatores de viruléncia do parasito e o contato com a célula hospedeira, o que acaba
sendo um fator decisivo para o ciclo evolutivo do protozoario, bem como para o perfil clinico
que sera estabelecido (WEINBERG, 2009; WHO, 2010).

Essas células podem apresentar diferentes fenotipos apds recrutamento,
dependendo de estimulos especificos para o direcionamento da acéo celular e do local para o
qual foram recrutados (BASHIR et al., 2016; XUAN et al., 2015).

Os macrofagos ativados podem variar entre dois perfis: M1 e M2. Macréfagos M1
sdo aqueles ativados classicamente, sendo especializados no combate de patdgenos
intracelulares, através da estimulagdo de citocinas pro-inflamatorias (INF-y, IL-1, IL-2, IL-6).
Além disso, depois de ativados apresentam alteracBes morfologicas como o espraiamento
celular e a formacdo de projecdes citoplasmaticas, secretam grandes quantidades de

mediadores inflamatorios como oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (EROs),



apresentando uma atividade fagocitica bem acentuada. Quando ativados por interferon-y
(INF-y) e lipopolissacarideo (LPS), sua ac¢do é polarizada para a resposta tipo Thl, bastante
efetora contra parasitos intracelulares e células tumorais. Macrdéfagos M2 sdo aqueles ativados
alternativamente, durante a resposta linfocitaria Th2 sendo estimulados por IL-4. Ao contrario
do perfil M1, apresentam baixa ou nenhuma producdo de NO e ROS, e promovem a ativagédo
de arginase, uma enzima antagonista a iINOS que participa do processo de formagédo do
colageno evidenciando sua reduzida capacidade microbicida e elevada capacidade de
reparacao e cicatrizacdo do tecido (HE & CARTER, 2015; JABLONSKI et al., 2015;
MOSSER, 2003).

A superficie do parasito é recoberta por algumas moléculas que sdo capazes, de
inativar a resposta microbicida dos macréfagos, sendo essenciais para a evolugdo da infeccéo.
Estas sdo: lipofosfoglicana (LPG), fosfatidilserina (FS) e a glicoproteina de superficie de
63kDa (GP63) (TRIPATHI-GUPTA, 2003; SOARES et al. 2005). A gp63 e o LPG atuam no
sistema complemento e a nivel intracelular; o LPG inativa a formagdo do complexo formado
pelo sistema complemento, responsavel por provocar injdria @ membrana do parasito e
promover o atraso da fusdo do fagossomo ao lisossomo. Ja a gp63 € uma metaloproteinase
presente em toda a superficie das formas promastigotas que cliva fragmentos C3b em sua
forma inativa C3bi, facilitando a fagocitose, além de inibir as hidrolases presentes no
lisossomo, evitando assim a destruicdo do parasito (SACKS & SHER, 2002, ZAMBRANO-
VILLA et al, 2002). Além disso, o reconhecimento e internalizacdo do protozoario
Leishmania pelo macréfago se d&, principalmente, pela existéncia de receptores de membrana
especificos para o fosfolipideo fosfatidilserina, receptores de manose e da proteina C reativa
(VAN ZANDBERGEN et al., 2006). A exposicdo da fosfatidilserina por promastigotas de
Leishmania pode funcionar como um ligante para a superficie dos macréfagos, garantindo a

internalizag&o do parasito e a sua infectividade (FARIAS et al., 2013).

Durante a fagocitose das formas promastigotas do parasito pela célula, processo
desencadeado apds a adesao a superficie celular, ocorre a fusdo do fagossomo recém formado
com o lisossomo, formando o fagolisossomo. Esta fusdo de estruturas intracelulares da origem
ao vacuolo parasitoforo (MCCONVILLE et al., 2007).

A resposta imune do hospedeiro varia de acordo com as diferentes espécies de

Leishmania, todavia, de modo geral os macréfagos ativados por tais parasitos produzem



citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF-a) que
regulam sua atividade, assim como o recrutamento e ativacdo de outras células inflamatorias
(REITHINGER et al., 2007). Além de substancias como espécies reativas de oxigénio (ROS),
anions superdxidos (O%), radicais hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio e éxido nitrico
(NO), produtos altamente citotdxicos produzidos pela célula hospedeira em resposta a entrada
do patodgeno, processo denominado “burst oxidativo”. A via que contribui para o “burst
oxidativo” é a da NADPH oxidase, uma enzima presente na membrana do fagossomo e no
citosol, que apos estimulo forma um o complexo que reduz o O, em anios superoxidos (02-),
que sdo convertidos em H,O, por meio da enzima superéxido dismutase (SOD) ou
espontaneamente (OLIVEIRA et al., 2006).

Durante todo este processo descrito anteriormente ocorre a alteracdo da forma do
parasito, de fusiforme, alongada e com flagelo externalizado para a forma arredondada ou
oval e com flagelo internalizado, caracteristico de amastigotas. Esta forma resiste e se
multiplica na célula hospedeira por mecanismos ainda pouco conhecidos e rapidamente
reinfecta outros fagocitos, como macrofagos, células dendriticas e alguns tipos celulares ndo
fagociticos, como os fibroblastos. Algumas das moléculas envolvidas na adesdo ao macréfago
e no mecanismo de evasdo em formas promastigotas, continuam presentes na forma
intracelular (LIU & UZONNA, 2012; MCCONVILLE et al., 2007).

O Oxido Nitrico (NO) é classificado como um radical intermediario essencial na
resposta intracelular dos macréfagos ativados; sua producdo ocorre através da expressdo de
LPS e IFN-y, que ativam a enzima Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS), responsavel por
converter L-arginina em NO e L-citrulina (Figura 03) (HORTELANO et al., 2003). Além do
mais, o0 NO apresenta outras atuacdes, sendo um importante mediador inflamatorio no
combate de agentes infecciosos, impedindo a progressao tumoral e participando do controle

de doencas autoimunes e degenerativas (ROSSETI, 2009).
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Figura 03: Desenho esquematico da acdo da enzima iNOS.

L-arginina [ oo |

L-citrulina

Fonte: SARMENTO, 2004

Nas leishmanioses a resposta imune é dependente de células T, sendo a diferenca
entre resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por Leishmania relacionada com o nivel de
expansdo de células Thl e Th2. A diferenciacdo dos linfécitos T auxiliares (Th0) durante a
infeccdo também é regulada pela acdo de macrofagos. Estes se diferenciam para células T
auxiliaresl (Thl), que produzem INF-y, fator de necrose tumoral (TNF-a) e Interleucina-12
(IL-12), citocinas pro-inflamatorias que estimulam a ativacdo de outros macréfagos e a
destruicdo do parasito. Ja as células T auxiliares 2 (Th2) produzem citocinas que inibem a
ativacdo de macrofagos (WHO, 2010). O perfil de ativacdo em Thl e/ou Th2 é muito variavel
e depende da maneira como 0 parasito interage com a célula hospedeira, porém, acredita-se
que os linfdcitos tipo Th1l sejam determinantes para a resisténcia ao parasito, enquanto que o
perfil Th2 esteja relacionado a suscetibilidade a doenca (GOLLOB, 2014; SILVEIRA et al.,
2004).

Parasitos intracelulares, como a Leishmania, sdo capazes de evadir a resposta
microbicida, sobreviver e se proliferar dentro dos macrofagos. Dentre 0s mecanismos de
escape estid a capacidade de resistir a agdo do burst oxidativo do macrofago, silenciando
mecanismos de sintese de éxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS) (ROBINSON et
al., 2004; SOUZA et al., 2010). A expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-12 e
INF-y, que estdo envolvidas na resposta de Thl e na imunidade mediada por células, também
é reduzida pela infeccdo. Além disso, o protozoério é capaz de direcionar a diferenciacdo de
células T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infecgéo,
induzindo macrofagos a produzir moléculas imunossupressoras, como IL-10, uma citocina de
classe Th2, que previne a ativacdo de células T, proliferacdo e funcéo efetoras de macrofagos,
incluindo a liberacéo de citocinas Thl e geracdo do NO (MAITY et al., 2009).
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1.4 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

1.4.1 Epidemiologia e clinica

A LTA, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), esta entre as seis doencas
infecto-parasitarias de maior importancia no mundo. Estando presentes em 98 paises, em
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com cerca de 2 milhdes de casos
registrados por ano e representando um risco para 350 milhdes de pessoas que vivem em areas
de transmissdo (HURREL et al.,, 2016; WHO, 2014). Sdo conhecidas 11 espécies
dermotrépicas causadoras da LTA. Destas, sete sdo responsaveis por causar a doenca no
Brasil, sendo as principais a L. (V) braziliensis e a L. (L.) amazonensis (LAINSON, 2010,
PACE, 2014). Na América do Sul e Central, paises como Brasil, Peru, Coldmbia, Equador,
Bolivia, Venezuela, Panama, Honduras, Nicaragua e Costa Rica apresentam altas taxa de
notificacdo para LTA, sendo considerado um problema de salde publica (ALVAR et al.,
2012).

O Brasil é um dos paises que apresenta elevada incidéncia de LTA, com registros de
ocorréncia na maioria dos estados (WHO, 2014). No ano de 2014 foram notificados
aproximadamente 20.000 novos casos, com destaque para as regibes Norte, Nordeste e
Centro-Oeste, sendo a maior quantidade de notificacdes encontradas no estado do Para
(Sinan/SVS-MS, 2014).

A LTA é uma doenca infecciosa, de evolucdo cronica e ndo contagiosa, afetando a
pele de forma difusa ou localizada (DAVID & CRAFT, 2009). As formas clinicas sdo
classificadas de acordo com a espécie, aspectos clinicos, imunoldgicos e caracteristicas
diferenciais das lesdes. Sendo elas: a leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
mucocutanea (LMC), leishmaniose cutanea disseminada Borderline (LCDB) e a leishmaniose
cutanea anérgica difusa (LCAD) (Figura 04) (SILVEIRA et al., 2008).

Correlacionando as principais espécies as formas clinicas: temos: L. (V.) braziliensis
causando a leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea disseminada
borderline (LCDB) e a leishmaniose mucocutanea (LMC). A espécie L. (L.) amazonensis
também é responsavel por causar a LCL (forma mais comum) a LCDB e a forma mais grave
daLTA, a LCAD (SILVEIRA et al., 2004).
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Figura 04: Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana. (A) Leishmaniose
cutdnea localizada (LCL); (B) Leishmaniose cutdnea aneérgica difusa (LCAD); (C)

Leishmaniose mucocutanea (LMC).

Fonte: (A e C) NEUBER, 2008; (B) SILVEIRA et al., 2004.

1.5 TRATAMENTO

1.5.1 Produtos naturais com agéo leishmanicida

Estudos envolvendo produtos naturais com intuito de desenvolver novos
medicamentos para o tratamento de leishmaniose estdo cada dia mais avangados. O foco
desses estudos sdo produtos naturais, principalmente os provenientes da Regido Amazonica,
gue possui uma vasta biodiversidade e pode vir a oferecer uma via alternativa para o
tratamento das leishmanioses com medicamentos que sejam menos tdxicos, invasivos e

principalmente de baixo custo.

Espécimes naturais como plantas, frutos, animais e microorganismos (fungos e
bactérias) sdo capazes de sintetizar compostos conhecidos como metabdlitos secundarios, que
sd0 essenciais para seu desenvolvimento e apresentam inUmeras atividades bioldgicas
(BIESKI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

Estudos com produtos naturais podem ser satisfatorios, pois a maioria desses
compostos promove a morte do parasito em baixas doses e ndo causam efeito tdxico para as
células de mamiferos (DE LIMA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2013). O mecanismo de
acdo leishmanicida desses compostos € variado, observando a acdo dos compostos
diretamente ao parasito (BRENZAN et al., 2007; LAURELLA et al., 2012; DA SILVA et al.,
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2015) ou induzindo ativacdo da resposta microbicida da célula hospedeira (RODRIGUES et
al., 2014).

Ao analisar o extrato das folhas de Calophyllum brasiliense, Brenzan et al (2007),
demonstraram sua acdo contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis. O extrato retirado de Mikania micrantha mostrou ter acdo contra Leishmania

(Viannia) braziliensis e Trypanossoma cruzi (LAURELLA et al., 2012).

Outros produtos com acdo leishmanicida como os metabdlitos e substancias
produzidas por varias espécies de fungo estdo descritos na literatura. O acido kéjico, um
metabolito isolado de fungos dos géneros Aspergillus, Acetobacter e Penicillium, ja foi
descrito por Rodrigues et al. (2014), como importante agente leishmanicida, promovendo

diminuicdo do crescimento de formas promastigotas e amastigotas in vitro e in vivo.

Apesar de existirem varios tratamentos para a leishmaniose, ainda néo existe uma
terapia que seja eficiente para combaté-la (BAILEY & LOCKWOOD, 2007) e muitos estudos
estdo sendo realizados na busca de bioprodutos que sejam eficazes, que possam ser utilizados

em doses baixas e que sejam de baixo custo.
1.5.2 Acido Kojico

O bioproduto Acido Kéjico (AK) ou 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) é
um metabdlito secundario sintetizado por fungos do género Aspergillus, produzido a partir de
um processo de fermentacdo envolvendo varios tipos de substratos que atuam como fonte de
carbono. E uma substéancia cristalina altamente soltvel em &gua, etanol e acetona que possui

uma ampla variedade de aplicagdes bioldgicas e terapéuticas (MOHAMAD et al., 2010).

O Acido Kéjico é muito utilizado na &rea cosmética como agente clareador de
pele devido a sua acdo inibitéria na formacdo da melanina e acdo protetora contra raios
ultravioletas ((EMAMI et al., 2007; MOHAMAD et al., 2010). No contexto terapéutico é
empregado no tratamento de melasma por ser um inibidor seletivo da tirosinase,
desempenhando um papel chave na cascata melanogénica (CHANG et al., 2009; GUPTA et
al., 2006). Além dessas, também € utilizado como agente antioxidante (GOMES et al., 2001),
antitumoral (BURDOCK et al., 2001; TAMURA et al., 2006;), acdo parasitaria sobre o

helminto Schistossoma mansoni, (FITZPATRICK et al., 2007), agdo sobre o protozoério
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Leishmania (Leishmania) amazonensis, através da inducdo da producdo de radicais de
oxigénio pela célula hospedeira (RODRIGUES et al, 2014), além de um potente agente
ativador de macrdfagos, promovendo alteracdo dos componentes do citoesqueleto e aumento
do indice fagocitico (RODRIGUES et al, 2011).

Para avaliar a seguranca (toxicidade e genotoxicidade) na utilizacdo do AK, Nohynek et
al. (2004) realizaram uma revisdo e concluiram que o seu uso pela via topica ndo oferece riscos ao
consumidor. Possui também agdo antioxidante contra espécies reativas de oxigénio liberados no meio
extracelular (GOMES et al., 2001). Um estudo realizado por Mohammadpour e colaboradores (2012),
demonstrou cicatrizagdo de feridas em modelo animal, apds o tratamento tdpico com pomada
contendo diferentes concentracfes de AK. Como também foi verificada a redugdo do nimero de ovos
normais do parasito Schistosoma mansoni, quando tratados com o metabolito (FITZPATRICK et al.,
2007). Ja foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que macréfagos peritoneais murinos tratados
com 50pg/mL de AK apresentaram um aumento do espraiamento celular, formacéo de filopddios,
producdo de radicais de oxigénio, alteracdo de componentes do citoesqueleto e aumento do indice
fagocitico, caracteristicas de ativacdo celular (RODRIGUES et al., 2011), além de possuir acéo
leishmanicida (RODRIGUES, 2014).

1.5.3 Oleo de copaiba

O 6leo de copaiba é obtido do caule de algumas espécies do género Copaifera.
Essas arvores sdo nativas da América Latina e Oeste Africano, com cerca de 20 espécies de
ocorréncia no territdrio brasileiro, estando entre as mais estudadas no mundo, devido a sua
importancia econémica e ecolégica (ALBUQUERQUE et al., 2007; BRANDAO et al, 2008;
SANZ-BISET et al., 2009; VARGAS et al., 2015).

Esse bioproduto é amplamente utilizado na medicina popular desde o século 19,
por via oral e topica (LIMA et al., 2003, BRANDAO et al., 2008) e apresenta algumas acdes
farmacoldgicas comprovadas, como: anti-inflamatoério, anti-tumoral, antimicrobiano, anti-
fangico, no tratamento da psoriase e Ulceras cutaneas (PACHECO et al., 2006; VEIGA
JUNIOR et al., 2006; GOMES et al., 2007; SANTOS et al., 2008, DEUS et al., 2009; DEUS
& ALVES, 2011; SANZ-BISET & CANIGUERAL, 2011).

A acdo deste bioproduto tem sido demonstrada sobre o protozoario Leishmania
com varios estudos etnofarmacolégicos no Peru (KVIST et al., 2006), na Amaz6nia e no
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estado do Maranhdo (MOREIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2008) demonstrou que o 6leo
de copaiba extraido de diferentes espécies de Copaifera apresentou atividade contra formas
promastigotas e amastigotas axénicas e intracelular do protozoario Leishmania (L.)

amazonensis.

Associacao entre drogas para o tratamento das leishmanioses pode ser considerada
uma inovacdo na busca da cura dessas doencas, visto que o tratamento utilizado esta
fundamentado na utilizacdo de drogas isoladas. Drogas que apresentem acédo diferente sobre o
parasito ou que atuem em organelas especificas, poderiam apresentar efeitos sinérgicos e ser
administradas em periodos e doses menores, resultando em uma maior eficécia e apresentando
menor toxicidade ao organismo. Estudo realizado por Trinconi et al.(2014) demonstrou que a
associacdo da anfotericina B e o tamoxifeno - droga utilizada no tratamento do cancer de
mama- foi mais eficaz na reducdo das lesdes em camundongos infectados quando comparado

aos grupos que receberam tratamento sem associacao.

Considerando que o AK possui inimeras propriedades, dentre elas, ativador de
macrofagos e agente leishmanicida e o 6leo de copaiba também ja ter sido demonstrado como
um importante imunomodulador e com potencial leishmanicida (ALBUQUERQUE., et al,
2016; OLIVEIRA et al., 2010), o objetivo da pesquisa € demonstrar se a associacao entre
esses bioprodutos potencializard a acdo microbicida em macrofagos infectados e tratados in

vitro com a associacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar a acdo in vitro da associacdo 0leo de copaiba e acido kojico, sobre o

protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis e a célula hospedeira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Awvaliar a viabilidade celular dos macrofagos tratados com a associacao 6leo de
copaiba e &cido kojico;

2. Analisar a atividade anti-amastigota da associacdo Oleo de copaiba e acido
kojico;

3. Auvaliar a producdo de NO apds interacdo do protozoario com a célula
hospedeira.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

311 Obtencao do acido kéjico e dleo de copaiba

O AK foi obtido da empresa Sigma Aldrich e o 6leo de copaiba cedido pela

professora Dra. Giselle Guilhon, do Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Para.

3.1.2 Preparo da associagdo

O oleo de copaiba foi solubilizado em Dimetilsufoxido (DMSO) na
concentracdo de 0,1 uL/mL e diluido em meio DMEM e o AK foi diluido em meio DMEM.
A partir destas solu¢Ges foram retiradas as concentragdes utilizadas nos experimentos. O AK
foi utilizado na concentracdo de 50 pug/ml de acordo com Rodrigues et al (2011) e o 6leo de
copaiba nas concentracdes de 10 pg/ml, 20 pg/ml e 30 pg/ml de acordo com Santos et al
(2008).
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3.1.3 Cultivo e manutencéo do parasito

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis ~ foram obtidas em
meio NNN, a partir do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas, Belém,
Para. As promastigotas foram transferidas para meio RPMI 1640, suplementado com Soro
Bovino Fetal (SBF) a 10% e mantidas em estufa B.O.D a 27°C. Foram feitos repiques
semanais, até a quinta passagem e utilizadas promastigotas na fase estacionaria de

crescimento (sétimo dia).

3.1.4 Obtencéo e cultivo dos macréfagos

Camundongos suicos (machos de 8-10 semana) foram eutanasiados em camara de
CO, e em seguida foi feita a remocédo da pele da regido abdominal e exposicdo do peritdnio.
Foram injetados 5mL de solucéo de Hank’s estéril na cavidade peritoneal, utilizando seringa e
agulhas estéreis. Posteriormente o abdémen foi massageado por cerca de 1 minuto para
descolamento das células e coleta da solucdo utilizando seringa e agulha. Apo6s coleta do
material, os animais foram descartados conforme RDC306/04 da Anvisa. O material aspirado
foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm, em temperatura de 4°C e o sedimento contendo
0s macrofagos peritoneais ressuspendido em meio DMEM sem soro. A contagem das células
foi feita em Camara de Neubauer e a quantidade ajustada de acordo com o nimero de células
utilizadas em cada experimento. Os macrofagos foram entdo transferidos para placas de
cultura com 24 pocos e incubados a 37 °C em estufa contendo 5% de CO, e 95% de O,,
durante uma hora para adesdo. Apds esse periodo foi realizada lavagem com solucgéo salina de
fosfato estéril (PBS) pH 7.2, para remocgdo das celulas que ndo aderiram e em seguida
adicionado meio DMEM suplementado com 10% de SBF. As células foram mantidas a 37°C

em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas.

3.15 Tratamento dos macrofagos

Os macrofagos foram tratados com Oleo de copaiba e OC+AK em placas de
cultura nas concentrac6es de 10, 20, 30 pg/mL e 10+50, 20+50 e 30+50 pg/mL por 24 horas
em estufa contendo 5% de CO, & 37°C, ap0s realizacdo da cultura priméria descrita no item

3.4 Os procedimentos foram realizados apos o término do tratamento.
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3.2 ENSAIO DE VIABILIDADE EM MACROFAGOS MURINOS TRATADOS
3.2.1 Método Thiazolyl blue (MTT)

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (SIGMA) é
um sal tetrazolium que é convertido em cristais azuis de formazan insolGveis em &gua e
sollveis em solventes organicos, apos clivagem por desidrogenases mitocondriais. O produto
obtido apos clivagem € impermeavel as membranas celulares e acumula-se em células viaveis
(FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). Ao adicionar dimetilsulfoxido (DMSO), estes cristais
formazan sdo solubilizados, sendo o produto final da reacéo lido por espectrofotometria. Para
realizacdo deste teste, os macréfagos peritoneais foram cultivados como descrito no item 3.4,
em placas de 24 pocos e submetidos ao tratamento com 6leo de copaiba e OC+AK nas
concentracdes descritas no item 3.1.5 por 24 horas em estufa a 37°C contendo 5% de CO2.
Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi retirado, e as células lavadas com PBS para em seguida
ser adicionado 0,5 mg/mL MTT diluido em PBS para incubagdo a 37°C em estufa contendo
5% de CO; por 3 horas. Apds incubacdo com MTT, o sobrenadante foi retirado, os pocos
lavados com PBS e 200 pL de dimetilsuféxido (DMSO) foram adicionados em cada pogo
para solubilizacdo dos cristais de formazan com incubacdo em placa agitadora por 10
minutos. Posteriormente, a solugdo final foi transferida para placas de 96 pocos e lida em
espectrofotometro (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) com comprimento de onda de

570 nm. Para controle da reacdo, foram utilizadas células mortas com solugédo de formol 15%.

3.3 ATIVIDADE LEISHMANICIDA
3.3.1 Atividade antiamastigota

Para determinar o indice de infeccdo de macrofagos tratados com oleo de copaiba
e AK, as células foram cultivadas como descrito no item 3.1.4, com posterior interagdo com
formas promastigostas na fase estacionaria de crescimento na propor¢do de (1:10) durante 3
horas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi
desprezado e os macrofagos lavados com PBS, pH 7.2, por trés vezes, para retirar as
leishmanias ndo internalizadas. Posteriormente a infeccdo, os macrofagos foram tratados por
24 horas. Ap6s o tratamento, o sobrenadante foi retirado e as laminulas lavadas com PBS
pH7.2 e fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos e logo em seguida coradas com

Giemsa por 40 minutos. Ao final, as laminulas foram montadas sobre lamina de vidro
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utilizando Entellan ® e analisadas em microscopio dptico de campo claro Olympus BX41.
Foram contados 100 macréfagos por laminula e o indice de infeccdo foi obtido calculando-se

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

3.4 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO PELA CELULA HOSPEDERIA APOS
TRATAMENTO.

A determinag&o da concentragdo de nitrito no meio de cultura é uma fonte indireta
de se determinar a concentracdo NO produzido por macrofagos tratados e ndo tratados por 24
horas com as concentracGes de 50 pg/mL de AK e 10, 20 e 30 pug/mL de éleo de copaiba

associados.

Este procedimento foi realizado utilizando-se o método de Griess, que consiste em
adicionar 50 pL do reagente de Griess (Sulfanilamida a 1% em dacido fosférico a 5% e
Naphtylenediamina a 0,1 % em agua destilada) a 50 pL do sobrenadante dos macrofagos
tratados ou ndo com AK e AK+dleo de copaiba. A leitura foi feita por espectrofotometria
sobre um comprimento de onda de 590 nm e a concentra¢do de nitrito ¢ expressa em uM de

acordo com a curva padrao estabelecida.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o Graph Pad Prism Versdo 6.0. Os
testes usados foram a analise de variancia, ANOVA e Teste t de Student, considerando

significantes resultados com p < 0,05.

3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O estudo obedeceu aos critérios do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentagdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE) e fez parte do projeto
“Associagdo de bioprodutos com potencial terapéutico para o tratamento da Leishmaniose
tegumentar causada por Leishmania (Leishmania) Amazonensis.” O projeto teve aprovacéo do

comité de ética sob o processo n® 19/2015 do IEC (Anexo 1).
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4. RESULTADOS

4.1. DETECCAO DA VIABILIDADE CELULAR DA CELULA HOSPEDEIRA
TRATADA COM OC+AK

4.1.1 Método colorimétrico Thiazolyl blue (MTT)

Para avaliar se o0 6leo de copaiba e a associacdo (OC+AK) apresentavam ou
ndo efeito citotdxico para a célula hospedeira (macrofagos) foi realizado o0 método de MTT,
que detecta a viabilidade das células através das desidrogenages mitocondriais. Apos analise
foi demonstrado que ndo houve reducdo significativa da viabilidade das células apds
diferentes tratamentos no periodo de 24 horas, quando comparada ao grupo controle que néo

recebeu tratamento (Figura 05, A e B).
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Figura 05: Viabilidade celular pelo método MTT em macrofagos peritoneais mantidos em
cultivo e tratados com dleo de copaiba (A) e associacdo (OC+AK) (B) por 24 horas nas
concentragfes de OC 10, 20 e 30 pg/mL e AK 50 pg/mL. Para andlise estatistica foram
utilizados os testes ANOVA seguido do teste de Tukey, P < 0,05. CTL: controle; DMSO; AK:
Acido kojico; OC: Oleo de copaiba; GLU: Glucantime.
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4.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

4.2.1 Atividade antiamastigota

A atividade leishmanicida do OC e da associacdo OC+AK foi avaliada em macrofagos
infectados com L. (L.) amazonensis, tratados por 24 horas. Na figura 06 foi evidenciado que
houve diminuicdo de parasitos fagocitados nos macréfagos tratados nas trés concentracdes de
OC+AK em relagdo ao controle. Entretanto, o resultado mais significativo foi o encontrado na
concentragdo de 50+30 pg/mL de OC+AK. No periodo de 24horas foi observado ICsy de
69,77 ng/mL. Nas células tratadas apenas com OC ndo foi observada reducédo do numero de
parasitos no interior dos macréfagos quando comparados ao grupo controle (dados nédo
mostrados). Como controle positivo foi utilizado o antimonial Glucatime®, na concentracao
de 50 pg/mL.
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Figura 06: Avaliacdo da atividade antiamastigota em macrofagos infectados com e sem
tratamento. Em (A) numero de amastigotas presentes no interior de macrofagos infectados
com L. amazonensis e tratados por 24 horas com OC+AK, p < 0,05. Em (B) interacdo
macrofago-Leishmania sem tratamento, observar vactolos parasitoforos caracteristicos, com
formas amastigotas (setas). Em (C) macrofagos infectados e tratados com a associagdo, setas
mostram vacuolos parasitoforos vazios. Barra: 20 pm.
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4.3 DETECCAO DA PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO (NO)

Para detectar a producdo de NO pela célula hospedeira infectada com L. (L.)
amazonensis e tratada foi realizado o método de Griess para anélise da produgdo de 6xido
nitrico. Ap6s andlise do sobrenadante da cultura tratada com a associacdo OC+AK foi
possivel observar que esta promoveu a producdo de NO em células tratadas por 24 horas na
concentracdo de 50+30ug/mL, quando comparadas com o controle sem tratamento (Figura
07). Como controle positivo, as células foram estimuladas com 50 pg/mL de Glucantime por
24 horas.
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Figura 07: Detecgdo da producdo de NO pela celula hospedeira infectada com Leishmania
(L.) amazonensis e tratados com 0leo de copaiba e associagdo (OC+AK) por 24 horas nas
concentracdes de OC 10, 20 e 30 pg/mL e AK 50 pg/mL. P < 0,05. CTL: controle; DMSO:
CDimetilsuféxido; AK: Acido kéjico; OC: Oleo de copaiba; GLU: Glucantime.
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5. Discussao

Os medicamentos utilizados para o tratamento de leishmaniose sdo, em geral,
citotoxicos e apresentam alguns efeitos adversos graves (MAITY et al., 2009). Devido as
inimeras desvantagens apresentadas por essas formulacGes atualmente disponiveis, €
necessaria a busca por drogas alternativas que facilitem o tratamento das leishmanioses
(MENEZES et al., 2015), estimulem a resposta microbicida dos macrofagos, sem
comprometer suas funcées biologicas e morfologia e sejam eficazes na destrui¢do do parasito
(RODRIGUES et al., 2011).

A leishmania é um parasito intracelular obrigatorio, tendo as células do sistema
fagocitico mononuclear como as principais células hospedeiras. Os macrofagos sdo células
efetoras da resposta imune inata que possuem um papel central na defesa do organismo frente
a infeccdo por Leishmania (PETERS, 2008). O desenvolvimento de novos compostos de acdo
seletiva e menos toxica € importante para controlar a parasitemia e induzir uma acéo
estimulatoria e/ou imunomodulatéria da célula hospedeira (RODRIGUES et al., 2015; SEM
& CHATTERJE, 2011).

Muitas substancias de origem natural obtidas de plantas e microorganismos vém
demonstrando alta capacidade de ativacdo de macrdfagos, além de um grande potencial
leishmanicida (LOPES, et al., 2006; MAITY, et al., 2009).

Dentre essas drogas destaca-se 0 &cido kojico que teve sua acdo comprovada
sobre parasitos, como o helminto Schistosoma mansoni, (FITZPATRICK et al., 2007), sobre
0 protozoério Leishmania (L.) amazonensis e na ativacdo de macrofagos (RODRIGUES et al,
2011, 2014).

O o6leo de copaiba amplamente utilizado na medicina popular j& teve sua agéo
demonstrada sobre as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis, sendo considerado um
agente leishmanicida promissor (ALBUQUERQUE et al., 2016; FERNANDES & FREITAS,
2007).

Para verificar se o 6leo de copaiba e a associagdo AK+OC apresentavam algum

efeito citotoxico em macrdéfagos humanos foi realizado apos o tratamento por 24 horas o teste
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do MTT. O MTT visa determinar a atividade mitocondrial das células, uma vez que as células
viaveis formam uma solucdo colorimétrica que € lida por espectrofotometria, e células ndo
viaveis ndo metabolizam o MTT. Em todos os testes utilizados ndo houve reducéo
significativa do numero de células viaveis apos tratamento quando comparadas ao controle.
As células tratadas com a associacdo AK+6leo de copaiba e somente com o 6leo de copaiba
ambas na concentragdo de 30 pg/mL demonstraram ter uma taxa de viabilidade semelhante ao
controle, sugerindo que o 6leo de copaiba isoladamente e em associacdo com o AK possa

atuar na ativacao e, consequentemente, retardando a apoptose das mesmas.

Esses resultados corroboram com estudos realizados por Rodrigues e
colaboradores (2011) em que o AK ndo apresentou efeito citotoxico para macrofagos
peritoneais provenientes de camundongos apds tratamento por 1 hora. Posteriormente, Costa
(2012) observou que o AK também ndo é citotoxico para mondcitos humanos, apos
tratamento por 24, 48, 72 e 96 horas. Outros estudos, como o de Santos et al (2008), somam-
se a estes ao demonstrar que camundongos tratados durante 30 dias com éleo de copaiba por
via oral na concentracdo de 100 mg/kg /dia e 6leo de copaiba a 4% por via topica ndo

apresentaram alteracdes clinicas ou comportamentais.

Rodrigues et al (2014) demonstraram que o &cido kéjico € um potente ativador de
macrofagos, sendo sua acdo mais efetiva sobre as formas amastigotas de Leishmania. Sendo
assim, foi avaliada a atividade leishmanicida da associacdo OC+AK em macrofagos
infectados e tratados em diferentes concentracGes da associacéo. Foi observado nesse trabalho
que células infectadas tratadas com a associagdo OC+AK na concentragdo de 30 pg/mL,
apresentaram inibi¢do do crescimento de amastigotas no interior dos macréfagos. Ja as células
tratadas apenas com o 6leo de copaiba ndo apresentaram reducdo do nimero de parasitos, o
que ndo concorda com os resultados de Santos et al. (2008), que demonstrou a redugédo do
numero de amastigotas em macrdfagos infectados e tratados com as concentragdes de 1, 10 e
100 pg/mL por 72 horas. Nossos resultados corroboraram com os de Rodrigues e
colaboradores (2014) que demonstrou a ac¢ao leishmanicida do AK, inibindo o crescimento de
promastigotas na dose de 50u/mL em células infectadas e tratadas por 72 horas sem afetar a
viabilidade da célula hospedeira. Estes resultados sugerem que a agdo leishmanicida da
associacdo foi promovida pela acdo seletiva do acido kojico sobre a célula hospedeira
infectada ou por um efeito sinérgico dose dependente da associacdo, sendo necessarios mais

estudos para a confirmacao de tais hipdteses.



25

Para complementar os resultados obtidos, foi avaliada a producdo de NO, uma vez
que a producado do mesmo permanece por longos periodos de tempo e os macrofagos utilizam
esta via para a eliminacdo de microrganismos fagocitado, como por exemplo, o parasito
Leishmania (KORHONEN et al., 2005). Foi observado que houve um aumento na produgéo
de NO nas células tratadas com a associagdo OC+AK (30+50 pg/mL) quando comparado ao
controle sem tratamento. Os dados obtidos com o tratamento associado contradizem o0s
estudos de Rodrigues et.al, (2014) que demonstraram que o &cido kdjico na concentracdo de
50 pg/mL ndo promoveu efeito estimulatorio sobre a producdo de NO. Esses dados podem
sugerir que a associacdo AK+OC apresenta acdo sinérgica, visto que o 6leo de copaiba pode

ter sido o responsavel por promover a producéo deste importante mediador inflamatério.

Com os resultados obtidos é possivel sugerir que a associacdo pode ser
considerada promissora para tratamento alternativo de infeccdo causada por L. (L.)
amazonenis. Estes dados iniciais servirdo como base para futuros estudos com a associagdo
OC+AK e poderdo servir para o desenvolvimento de novos medicamentos para a
leishmaniose, que possam atuar de maneira eficaz contra o parasito sem causar danos a célula

hospedeira.
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6. Conclusdo

No presente trabalho foi possivel concluir que a associacdo OC+AK:
e Nao apresentou efeito citotoxico para a célula hospedeira

e Apresentou atividade leishmanicida contra as formas amastigotas de
Leishmania (L.) amazonenis.

e Estimulou a atividade microbicida em macréfagos tratados atraves da producao
de NO.
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CERTIFICADO n" 19/2015

Certificanos que o projeso mtiulado “Associacho de binprodatos
cum petencial ternpéutive para  tratanwnto da | cishmanlose tegumentur causada
por  Leishmania  (Leishmanta  Amazoomisg™, protocolo o' 232015, sob »
esponzbilidade de Ama Pauln Dremmend Rodrigues, que covalve @ peostugie,
menindo eou utilizagho de unamuss portencentes o0 Hilo Choodastn, subfilo Verfebrats
Lencets o homem), par fins de pesquisa cientifici (U ensine) - encontru-se de acordo
com o precesdes da Let n® 11,794, de § de outubeo de 2008, do Decroso 1i* 6499, de |5
de qulho de 2009, ¢ com us normas aditadss pelo Copselho Nacional de Controle da
Caperimentssio Animal (CONCEA) ¢ foi APROVADO pels COMISSAO DE ETICA
NO LSO DE ANIMALIS (CEUA) do INSTITUTO EVANDRO CHAGAS-IEC.

| Especie Ninhugan | Cemundingo Imogémicn (Balbe) -
| N" e animais A 48

| Puso 20-50g

| e A 2 |0 scomare

| Sexo, M

| On SACPA/IEC/SVSMS

Ongem
TN S0 A8 O e s 4, o 77 e il B 00 3 TONCT A

Recomendammn que 0 coordenagho  mantenho  amualzados todos  on
Soumentor parnnentes x peajeto.

Deverd ser encaminbido relatdnio (oclusndo ou resubtados finais da pesqguesa,
o prasro muxime die 60 (sessenta) dias, 4p0s o finulizagdo da mesmi.

Amamndeun-PA, LS de sulho de 2015,
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