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RESUMO
As leishmanioses sdo zoonoses parasitarias causadas por protozoarios do

género Leishmania, pertencentes ao grupo de doencas tropicais negligenciadas.
Séo de dificil controle, ndo h& vacina eficaz e o seu tratamento é baseado em
um numero limitado de drogas que apresentam uma gama de efeitos
indesejaveis, além de ja existirem relatos de resisténcia a essas drogas. O
desenvolvimento de novos medicamentos demanda tempo e grandes
investimentos financeiros e, tendo em vista essa limitacdo, a associacao
farmacoldgica de fdrmacos convencionais e a introducéo de novas moléculas e
tecnologias no desenvolvimento de novas formulagdes tem despertado interesse
de pesquisadores. Neste estudo, demonstramos o efeito de associacdo da
anfotericina B (Anf B) convencional e acido galico (AG) ou acido elagico (AE) em
formulagdo tépica de Gel de Polaxamer 407®. O AG e o AE sdo dois
imunomoduladores naturais anteriormente estudados por nosso grupo e ja
reportamos sua acao antileishmania e potencial em modular a resposta imune.
Foram realizados testes de estabilidade preliminar e de liberagéo in vitro dos
farmacos nas formulacdes de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE na
composicdo e tratamento in vivo de camundongos BALB/c infectados por L.
major. Passados 40 dias da infec¢do, os animais foram divididos em 6 grupos,
tratados 2x/dia, durante 21 dias com os géis de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf
B + AE e o0 grupo controle negativo tratado com o veiculo (polaxamer 407®). Os
animais foram avaliados clinicamente mensurando-se o tamanho das les6es
1x/semana. Ao termino do tratamento e 14 dias apds, os animais foram
eutanasiados para avaliacdo ex vivo quanto a reducao da carga parasitaria no
local da lesé@o e ativacdo de resposta imune celular, por meio da retirada de
macréfagos peritoneais para avaliar sua ativacdo por capacidade fagocitica,
atividade lisossomal, quantificacdo de nitrito e calcio intracelular. Também foi
realizado a infec¢do in vitro dos macréfagos peritoneais dos animais tratados
com as formulagbes para avaliar o indice de sobrevivéncia de amastigotas
internalizadas e o percentual de macrofagos infectados. Todas as formulagdes
apresentaram-se estaveis no tempo TO nos testes preliminares, sendo a
formulacdo de AG a que houve maior liberagéo in vitro, seguido de AE e das
formulacbes combinadas de Anf B + AG e de Anf B + AE. Houve efeito da
associacao entre Anf B e AG e Anf B e AE em todos os ensaios realizados. Nos



animais que receberam tratamento houve reducdo do tamanho da leséo e
reducdo da carga parasitaria. O tratamento com as formulagdes contendo AG e
AE foram capazes de ativar macrofagos em todos os parametros avaliados, bem
como reduziram a quantidade de macréfagos infectados e o numero de
amastigotas por macrofago, indicando, portanto, acédo terapéutica e ativacdo da
resposta imune, levando a cura e protecdo. O AG e AE produziram efeito de

associacdo com a Anf B, o que torna promissor no tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Produtos naturais, compostos fendlicos, ativacao de
macrofagos, associacéo de farmacos, formulacéo tépica, Polaxamer.



ABSTRACT

Leishmaniasis are parasitic zoonoses caused by protozoa of the genus
Leishmania belonging to the group of neglected tropical diseases. It is difficult to
control, there is no effective vaccine and its treatment is based on a limited
number of drugs that have a range of undesirable effects, and there are already
reports of resistance to these drugs. The development of new drugs requires time
and large financial investments, in view of this limitation, the pharmacological
association of conventional drugs and the introduction of new molecules and
technologies in the development of new formulations has aroused interest of
researchers. In this study we demonstrated the synergistic effect of the
combination of conventional amphotericin B (Anf B) and natural molecules, gallic
acid (GA) and ellagic acid (EA) in topical formulation of Polaxamer 407® Gel. GA
and AE are two natural immunomodulators previously studied by our group and
have already reported their antileishmania action and potential in modulating the
immune response. Preliminary stability tests and in vitro release of the drugs were
formulated in the formulations of Anf B, GA, Anf B + GA, EA and Anf B + EA in
the composition and in vivo treatment of L. major infected BALB/c mice. After 40
days of infection, the animals were divided into 6 groups, treated 2x/day for 21
days with the gels of Anf B, GA, Anf B + GA, EA and Anf B + EA and the negative
control group treated with vehicle (polaxamer 407®). The animals were evaluated
clinically by measuring the lesion size 1x/week. At the end of the treatment and
14 days later, the animals were euthanized for evaluation of the ex vivo assays
for the reduction of the parasite load at the lesion site and activation of the cellular
immune response, by the removal of peritoneal macrophages to evaluate its
activation by phagocytic capacity , lysosomal activity, quantification of nitrite and
intracellular calcium. In vitro infection of the peritoneal macrophages was also
performed to evaluate the survival rate of internalized amastigotes and the
percentage of infected macrophages. All formulations were stable at time TO in
the preliminary tests, the GA formulation being the most liberated in vitro, followed
by AE and the combined formulations of Anf B + GA and Anf B + EA. There was
synergism between Anf B and GA and Anf B and EA in all the tests performed.
In the animals that received treatment there was reduction of the size of the lesion
and reduction of the parasitic load. The formulations containing GA and EA
activated macrophages in all evaluated parameters, as well as reduced the



amount of infected macrophages and the number of amastigotes by macrophage,
indicating, therefore, therapeutic action and activation of the immune response,
leading to healing and protection. GA and EA produced a synergistic effect with

Anf B, which makes this association promising in the treatment of leishmaniasis.

Key words: Natural products, phenolic compounds, macrophage activation, drug

combination, topical formulation, Polaxamer.
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1 INTRODUCAO

Infecgbes por protozoarios sdo um problema de saude puablica mundial,
especialmente em paises subdesenvolvidos, onde aproximadamente 14% da
populacdo encontra-se sob risco de serem infectadas (KONDRASHIN et al., 2011;
WALDRON et al., 2011). Nesse contexto, as leishmanioses, protozooses causadas por
mais de 20 espécies do género Leishmania, sdo consideradas pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) como uma das seis principais doencas infecciosas com alta
incidéncia e capacidade de produzir deformidades, afetando mais de 12 milhdes de
pessoas, sendo 1,5 milhdes de novos casos anualmente notificados em todo o mundo
(MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010). Dentre as formas de
manifestacdes clinicas dessa doenca (cutanea, mucocutanea e visceral), a forma
cutdnea € a mais disseminada e é responsavel por causar deformidades fisicas nos
pacientes, sendo a Leishmania major a espécie mais antiga e responsavel pelo maior
nimero de casos dessa manifestacédo no velho mundo, é endémica na Africa, norte do
Saara, peninsula arabica e parte das Américas (AKHLAGH et al., 2019; KAYE; SCOTT,
2011; MITROPOQULOS et al., 2010; NOZAIS, 2003; REITHINGER et al., 2007). A
infeccdo se da por meio do repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos, que vivem
em areas florestais, cavernas, tocas de roedores e também em area peridomiciliar
(REITHINGER; COLEMAN, 2007; REITHINGER et al., 2007).

O parasita € digenético e apresenta duas morfologias distintas: uma forma
flagelada, a promastigota, infectante e presente no inseto vetor e outra forma com
flagelo ndo aparente, a amastigota, que esta presente no hospedeiro vertebrado. Neste,
o parasita alberga e se multiplica no interior hostil de células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado, atuando através de mecanismos evasivos de
imunosilenciamento, tais como: reducédo da sintese de iNOS (Oxido Nitrico Sintase
induzida) e direcionando o sistema imune a desencadear uma resposta imune celular
do tipo Th2, induzindo a célula a expressar interleucinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10,
por exemplo) que resultam em aumento da carga parasitaria. Por outro lado, quando
ha ocorréncia de resposta imune celular do tipo Thl, com alta expresséo de interferon
gama (INF-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), esta, por sua vez, confere cura
ou protecdo (MONTALVO et al., 2012; ISLAMUDDIN et al., 2015). Roy e colaboradores
(2014) ainda descrevem um novo mecanismo de evasdo relacionado ao calcio

intracelular. Quanto este esta presente, ocorre a ativacao da proteina quinase ¢ (PKC)
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classica que é responsavel pela sinalizacéo de INF-y e TNF-a para ativar resposta Th1.
A presenca do parasita nas células hospedeiras favorece a diminuicdo de célcio
intracelular. Uma vez isto ocorrendo, outra via de sinalizacéo é ativada, sendo esta a
via atipica da PKC-, sendo responsavel pela sinalizagao de IL-4 e IL-10 para ativar a
resposta Th2.

Os tratamentos convencionais para as leishmanioses sao onerosos, limitados,
pouco seguros e possuem uma gama de efeitos adversos, além de contribuirem para
a resisténcia do parasita o que retarda o tratamento. A anfotericina B, por exemplo, é
utilizada mundialmente como principal farmaco no tratamento da doenca, porém possui
grandes efeitos colaterais, como cardiotoxicidade e nefrotoxicidade, além de seu
elevado custo. (ALIZADEH et al., 2008; ASHFORD, 2000). Como alternativa, produtos
naturais derivados de plantas tém sido promissores na atividade antileishmania. Além
de demonstrarem potencial citotoxico sobre o parasita, sdo capazes de agir em
sinergismo com o sistema imune do hospedeiro por meio da ativacdo de macréfagos.
(ALVES et al., 2017; CARNEIRO et al., 2012; DE CASTRO OLIVEIRA et al., 2017;
DE MEDEIROS et al., 2011; ISLAMUDDIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

Neste contexto os taninos séo classificados como polifendis derivadas do
metabolismo secundario das plantas, solUveis em agua, quimicamente reativos inter e
intra-moleculares por pontes de hidrogénio, sendo a maior parte derivada do
metabolismo da glicose por diferentes reaces bioquimicas, que consistem na via do
acido chiquimico ou do acetato (DE JESUS et al.,, 2012). Dentre alguns compostos
fendlicos importantes encontram-se o acido galico e seus dimeros (acido digalico ou
hexaidroxidifénico) e acido elagico, sendo caracterizados como lactonas fendlicas de
ocorréncia natural encontradas em algumas plantas, dentre elas: Anacardium
occidentale L., Myracrodruon urundeuva Allemao, Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. &
Perr., Quercus infectoria Olivier, Stryphnodendron obovatum Benth., por exemplo, na
forma de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos (KHEIRANDISH et al., 2016;
MURAKAMI et al., 1991; RIBEIRO et al., 2015; SHUAIBU et al., 2008; VATTEM,;
GHAEDIAN; SHETTY, 2005).

A falta de uma vacina segura e eficaz juntamente com os dissabores existentes
nos tratamentos convencionais, vém despertando para a busca por novos farmacos
gue visam nao apenas obter efeitos sobre o parasita em si, como também a capacidade

de agir em sinergismo, direcionando a resposta imune do hospedeiro através de sua
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modulacdo (ISLAMUDDIN et al., 2015). Além disso novos tratamentos que promovam
muitas vantagens em relacao as formulacdes tradicionais como, por exemplo, promover
a liberacdo sustentada de ativos, solubilizar ativos lipofilicos, aumentar a estabilidade
fisica e quimica de moléculas labeis e minimizar os efeitos adversos (muito presentes
nas alternativas terapéuticas usuais, como antimonial pentavalente, pentamidina ou
anfotericina B) sdo essenciais para permitir maior adesao e efetividade ao tratamento
(TIUMAN et al.,, 2011). Concomitantemente a esses sistemas, a associacdo entre
farmacos pode proporcionar potencial sinergismo e sucesso terapéutico no
enfrentamento dessa doenca, sendo uma das abordagens mais promissoras para o
desenvolvimento de novas formula¢des antileishmania (PASTOR et al., 2015; PINK et
al., 2005).

1.1 ORGANIZACAO DO TRABALHO DE TESE

Essa tese de doutorado tem como principal abordagem o uso da associacao de
farmacos para possivel terapia antileishmania. A revisdo de literatura trata-se de um
apanhado geral sobre a doenca, desde a epidemiologia até os tratamentos
convencionais. Somado-se a isto, o papel de moléculas naturais derivadas de plantas,
como o &cido galico e o acido elagico que foram estudados anteriormente por nosso
grupo. No capitulo 1, mostra-se a importancia dos macréfagos no papel de controle e
combate de doencas e de ser um alvo para a busca de possiveis novos farmacos
antileishmania. Dentre as moléculas citadas, o AG e o AE séo dois imunomoduladores
naturais que ativam macrofagos para resolverem a infeccéo por leishmania. No capitulo
2, realizou-se o tratamento de camudongos BALB/c infectados por L. major. Neste
estudo, demonstrou-se o potencial efeito de associacdo existente entre a Anf B
convencional, AG e AE. Desenvolveu-se uma formulacdo topica para carreamento e
liberacdo desses farmacos. Nosso produto, apresentou ser promissor para o

enfrentamento desta enfermidade.
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1.2 OBJETIVOS

Geral
e Investigar o potencial terapéutico in vivo da associacdo da Anf B

convencional com &cido galico ou acido elagico em formulacéo tépica no
tratamento experimental da leishmaniose cutdnea, em camundongos

BALB/c infectados por Leishmania major.

Especificos
e Preparo do gel topico dos farmacos associados;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos géis produzidos;
e Avaliar a cinética de liberacao in vitro das formulacdes obtidas;

e Avaliar o potencial terapéutico da associacao de Anf B convencional com
acido gélico e acido elagico em gel de Polaxamer 407® na infeccao
experimental por L. major em camundongos BALB/c;

e Avaliar clinicamente os camundongos tratados com as formulacdes
topicas;

e Quantificar a carga parasitaria de leishmania e avaliagdo histopatolégica
de lesbes de pele dos camundongos tratados com as formulactes
topicas;

e Avaliar a ativacdo de macréfagos peritoneais dos camundongos tratados:
Capacidade fagocitica, atividade lisossomal, Oxido nitrico e calcio
intracelular;

e Avaliar a infeccdo e infectividade in vitro de macrofagos peritoneais
infectados por L. major apos o tratamento com as formulacdes tépicas;

e Avaliar a toxicidade in vivo por meio da dosagem sérica de enzimas renais
e hepética dos camundongos ap0s o tratamento com as formulacdes

tépicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmanioses
2.1.1 Epidemiologia

Atualmente cerca de um bilhdo de pessoas sdo afetadas por doencas
conhecidas como “enfermidades negligenciadas” ou “doencgas tropicais negligenciadas”
(DTN). Epidemiologicamente, estas doengas n&do apresentam predisposi¢cao por sexo,
género ou idade, contudo afeta principalmente a populagdo de paises menos
desenvolvidos, localizados na Asia, Africa, América do Sul e Central e em menor
proporcao, a de paises europeus e da América do Norte. Dentre estas doencas estéo
incluidas a leishmaniose, doenca de Chagas, maléria, tuberculose, tripanossomiase
africana, esquistossomose, dengue, hanseniase, filariose, cisticercose e outras (RATHI
et al.,, 2003). Essas doencas afetam populacbes pobres, que geralmente estdo
submetidas a condicfes precarias ou até mesmo ausentes de higiene, algumas destas
podem ocasionar danos permanentes, levando a um alto grau de morbidade e
incapacidade fisica e, no caso da leishmaniose, pode culminar at¢é mesmo na
desfiguracdo (NOZAIS, 2003).

A leishmaniose € uma miscelanea de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. Os hospedeiros sdo infectados durante o repasto
sanguineo das fémeas do inseto vetor (dipteros - flebotomineos), que vivem em areas
de florestas, cavernas, em tocas de roedores, ambiente domiciliar e/ou peridomiciliar
(SINGH; SIVAKUMAR, 2003). Estas doencas afetam mais de 12 milhdes de pessoas
em todo o mundo, com 1,5 milhdes de novos casos a cada ano (AKHLAGH et al., 2019;
MITROPOULOS et al., 2010). Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (WHO 2018),
aproximadamente 350 milhées de pessoas estdo em areas de transmissao de
leishmaniose. Sendo que aproximadamente 90% dos casos diagnosticados da forma
visceral localizam-se, na Etidpia, Bangladesh, Brasil, Nepal e Suddo. Ja a forma
tegumentar (LT), € a mais comumente encontrada (Figura 1), 90% dos casos ocorrem
no Brasil, Afeganistao, Argélia, Ird, Peru, Arabia Saudita, Sudao, Siria, Peru e Bolivia
(MITROPOULOS et al., 2010). S&o consideradas primariamente como zoonose
podendo acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo de transmissao

do parasito, transformando-se em uma antropozoonose.
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As leishmanioses encontram-se entre as seis endemias prioritarias no mundo.
No Brasil, sdo doencas de carater endémico, apresentando maior incidéncia, da
leishmaniose tegumentar (LT), sendo que 0s casos ocorrem em todas as regides do
pais, apresentando maior incidéncia nas regiées Norte, Nordeste e Centro-Oeste
(BRASIL 2006).

Figura 1. Distribuicdo geografica da Leishmaniose Tegumentar.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2010.

Subordinando-se a causalidade das espécies, a infeccdo pode se manifestar
como Leishmaniose Visceral Americana (LVA). Podendo a LT ainda ser dividida em
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD),
Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (CHOI;
LERNER, 2001; LINDOSO et al., 2014; WHO 2018)). Ao atentar-se para a LT, devido
a sua magnitude, verifica-se que € uma afeccdo dermatologica que pode envolver
fatores psicolégicos, que se refletem no ambito social e econémico devido a elevada
ocorréncia de deformidades (MITROPOULOS et al., 2010)

2.1.2 Agente Etiologico

Os agentes etiologicos das leishmanioses sédo protozoarios que pertencem ao

sub-reino  Protozoa, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
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Trypanosomatidae, género Leishmania. (HARHAY et al.,, 2011). S&o parasitas
intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear, com uma
forma sem flagelo aparente, a amastigota (Figura 2B), encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados e outra flagelada ou promastigota encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor (Figura 2A). A forma de apresentacdo da doenca esta

relacionada a espécie causadora da infec¢do, representadas no Quadro 1.

Figura 2. Formas digenéticas da Leishmania major.
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A) Formas promastigotas obtidas através de cultivo celular em meio Schneider’s, coradas
com panético rapido®.B) Formas amastigotas internalizadas em macréfagos murinos.
Aumento 1000x.

Quadro 1. Forma de apresentacdo da doenca e espécies relacionadas

Apresentacdo da Doenca Espécies

Leishmaniose visceral L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L.(V.) chagasi

L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica, L. (L.)

infantum, L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi e L. (L.)
Leishmaniose cutanea

amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.(V.) guayanensis, L.

(V.) panamensis e L. (V.) peruviana

Leishmaniose cuténea difusa L. (L.) aethipica, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis

Leishmaniose mucocuténea L.(V.) braziliensis e L. (V) panamensis

Leishmaniose cuténea disseminada L. (V). braziliensis e L. (V) amazonensis

Fonte: Modificado de Kaye; Scott, 2011.

Leishmania major, a espécie utilizada neste estudo, é a mais antiga e difundida

no velho mundo, sendo a principal espécie causadora de LT responsavel por causar
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deformidades em seus hospedeiros (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; KAYE; SCOTT,
2011; MITROPOQULOS et al., 2010; REITHINGER; COLEMAN, 2007; REITHINGER
et al., 2007).

2.1.3 Ciclo biologico

A infeccdo do inseto se dara com a ingestdo de células infectadas durante o
repasto sanguineo, onde estas serdo digeridas no intestino médio, e o parasita se
transformam em promastigotas nao infectivas (prociclicas). Em seguida os parasitas
passam por um processo de metaciclogénese, em que ocorrem alteracdes na
expresséo génica que os levam a tornarem-se infectivos. Paralelo a esse processo
essas formas migram para o trato digestivo anterior do inseto e assim ao se alimentar
regurgitam os parasitas e dao continuidade ao ciclo (Figura 3) (ALEXANDER;
SATOSKAR; RUSSELL, 1999; HARHAY et al., 2011; KAYE; SCOTT, 2011).

Figura 3. Ciclo biolégico de parasitos do Género Leishmania.
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1) Flebotomineos regurgitam formas promastigotas metaciclicas durante o repasto
sanguineos: 2) As promastigotas ao penetrarem na pele sdo fagocitadas por macrofagos e
outros tipos de células fagociticas mononucleares. 3) Promastigotas transformam-se em
amastigotas. 4) Os amastigotas se multiplicam por divisdo binaria simples e prosseguem
para infectar outras células. 5) A infec¢cdo torna-se sintomatica e como resultado ocorre o
aparecimento de lesfes cutaneas ou forma visceral. 6) Os flebotomineos se infectam pela
ingestdo de células infectadas durante o repasto sanguineo. 7) No inseto, as amastigotas
se transformam em promastigotas, e se desenvolvem no intestino. 8) Multiplicam-se e
migram para o intestino anterior. Fonte: Adaptado de (HARHAY et al., 2011).
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As promastigotas sdo entdo fagocitadas por células do sistema monocitico
fagocitario, em especial macrofagos (HARHAY et al., 2011). No convivio intracelular
os parasitas ficam limitados ao fagossomo, que seguidamente se funde ao lisossomo,
formando o fagolisossomo. Neste sofrem alteracdes morfolégicas e bioquimicas
radicais, transformando-se em amastigotas, e assim se adaptam as novas condicdes
(ROSYPAL; ZAJAC; LINDSAY, 2003). As leishmanias resistem a acdo do
fagolisossomo e se multiplicam por divisdo binaria até que ocupem todo o citoplasma.
A rgpida multiplicagé@o faz com que ocorra a lise das células, e assim esses parasitas
livres alcancam outras células (DOLAI et al., 2009; DUMAS et al., 1997).

2.1.4 Resposta imune a infec¢cédo por leishmania

O sistema imune atua numa rede de cooperacgao, envolvendo a participacéo de
muitos componentes estruturais, moleculares e celulares. Nesse cenario encontra-se
o delicado equilibrio entre a saude e a doenca, em que tanto a deficiéncia quanto o
exagero resultam em dano tecidual. A resposta imune consiste em uma série de acdes
celulares e humorais orquestradas. Isso quer dizer que a resposta imune necessita de
operacdes coordenadas entre a imunidade inata (neutréfilos, macréfagos e células
dendriticas) e adaptativas (células T) (MACHADO et al., 2012).

A dicotomia existente entre resposta imune celular Th1/Th2 nas infec¢des por
leishmania, permite parasitemia ou debelagcéo da doenca (ISLAMUDDIN et al., 2015).
Neste caso, uma resposta imune celular do tipo Th2 é indesejada, porque aumenta a
susceptibilidade as infeccfes e permite a multiplicacdo e disseminacéo do parasito.
No que diz respeito a resposta Thl, por sua vez, confere cura ou protecdo, como por
exemplo: aumento de capacidade fagocitica, da atividade lisossomal, da sintese de
oxido nitrico e do calcio intracelular, por meio de mecanismos de ativacdo de
macrofagos (ISLAMUDDIN et al., 2015; ROY et al.,, 2014). Apos infec¢do, nos
individuos que ndo tém a capacidade de produzir IFN-y e ativar macrofagos, a
leishmania dissemina-se. Nesses pacientes é facil entender o desenvolvimento da
doenca, pela deficiéncia de IFN-y e TNF-a e alta producéo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13.
Assim, é facil entender o desenvolvimento da doenca pela deficiéncia de IFN-y e alta

producéo de IL-10. A restauracdo da resposta imune in vitro na leishmaniose visceral
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pode ser observada pela neutralizacdo de IL-10 ou pela adicédo de IL-12 as culturas

de células mononucleares de sangue periférico (DOLAI et al., 2009).

A habilidade do parasita em invadir e se replicar no interior de macréfagos tem
sido alvo de varios estudos cientificos (CLARK et al., 2006). O patdgeno ao penetrar
no organismo entra em contato imediatamente com o0s componentes do soro,
ocorrendo uma ligagdo com moléculas do sistema complemento e ativacdo das vias
classicas e alternativas, contudo os parasitos desenvolveram varios mecanismos para
lidar com o estresse oxidativo, dentre eles a producdo de enzimas tripanotiona e
arginase e a inibicao da atividade proteinas quinases C (PKC), por meio do aumento
da expressdo de SERCA 3 e PMCA4 que séo receptores de calcio presentes no
reticulo sarcoplasmatico e na membrana celular, respectivamente (MOREIRA;
LEBLANC; OUELLETTE, 2009). A retirada de calcio do citosol da célula mediante a
presenca do parasita internalizado, confere inibicdo da PKC e ativagdo da PKC-(,
sendo esta a responsavel pelo aumento da expressao de citocinas anti-inflamatérias

que irdo ativar a resposta imune do tipo Th2 (ROY et al., 2014).

A evolucao da infeccdo pode tomar varios rumos, dependendo dos tipos de
células, da qualidade da resposta mediada por citocinas envolvidas na resposta imune
e da espécie de leishmania envolvida no processo (COLOTTI; ILARI, 2011). Contudo
o paradigma entre as respostas Thl e Th2 esta longe de explicar a imunopatologia e
cura da infeccdo por leishmania. A caracterizagcdo bem definida dos papéis das

respostas imunes do tipos Thl e Th2 também é controversa, alguns estudos indicam
que um fendtipo Thl predominante de células T cb4* pode ndo ser um indicativo de

protecdo contra a infeccdo (COLOTTI; ILARI, 2011).

Uma vez conhecendo a imunobiologia induzida pelo parasita, se fazem
necessarias investigacbes farmacoldgicas que visem modular o sistema imune do

hospedeiro reduzindo os efeitos colaterais provocados pelos farmacos convencionais.

2.1.5 Tratamento das leishmanioses

Desde o0 século passado, a terapia das leishmanioses consiste na
administragdo de agentes da familia dos antimoniais pentavalentes, representados
por estibogluconato de sédio ou Pentostan® (Figura. 4) e antimoniato de meglumina

ou Glucantime®. O medicamento disponivel no Brasil é o antimoniato de N-
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metilglucamina, que € utilizado para administracdo parenteral, pois ndo possui boa
absorcéo oral. O periodo de tratamento € de vinte a trinta dias, com cerca de 90% de
eficacia (DEN BOER et al., 2011).

Figura 4. Estruturas quimicas de farmacos utilizados no tratamento das
leishmanioses

Estibogluconato de sodio

P e e e P T o OH QOP iHa
g o/\X OH

Miltefosina

NH NH
HoN 23 & NH,
S O/\/\/\o&/

Pentamidina

Fonte: Santos et al., 2008

A acao dos antimoniais pentavalentes é pouco expressiva quando testada in
vitro sobre formas promastigotas do parasito. No entanto, a atividade observada em
formas intracelulares, amastigotas, é completamente diferente (AMEEN, 2010). A
reducdo de Sb5* em Sb3* em células fagociticas hospedeiras € provavelmente uma
das razdes que permite aos antimoniais pentavalentes uma resposta clinica relevante
(DECUYPERE et al., 2012). O mecanismo de agédo dessa classe de medicamentos
envolve a reducao do aporte de ATP e GTP, essenciais para a manutencao biolégica
do protozoario. Os antimoniais agem por meio de duas vias, primeiramente
estimulando os macrofagos infectados a provocar estresse oxidativo no parasito
intracelular e também pela acdo direta do antiménio reduzido (Sb3*) no equilibrio
redox do microrganismo (DECUYPERE et al., 2012). As desvantagens na terapia da
leishmaniose cutdnea com antimoniais pentavalentes, deve-se a sua administracao
por via parenteral por longo periodo, o que dificulta o tratamento em zonas rurais, além

7

disso, a hepatotoxicidade € o efeito adverso mais grave, seguido de problemas



32

cardiacos, reacdes dérmicas locais, anorexia, nauseas, vomitos, mialgia, linfocitose e
eosinofilia (NEVES; CALDAS; SAMPAIO, 2009; SIQUEIRA-NETO et al., 2010).

Podemos listar como farmaco de segunda escolha a pentamidina e
anfotericina B (Anf B), menos utilizados devido a alta toxicidade e alto custo. A
pentamidina apresenta efeitos colaterais severos, como toxicidade renal e hepatica,
pancreatite, hipotensao, disglicemia e problemas cardiacos. A anfotericina B é efetiva
no tratamento de leishmaniose visceral, com toxicidade mais baixa quando
encapsulada em lipossomas, porém € um medicamento muito caro e, além disso, ndo
€ apropriada para o tratamento de outras formas da doenca (SANTOS et al., 2008). A
anfotericina B é um agente antimicrobiano poliénico com potente atividade tanto para
a forma promastigota extracelular como para a forma amastigota intracelular. O
farmaco atua inibindo o metabolismo de ergosterol presente na membrana plasmética
do parasito. O tratamento de vinte dias custa cerca de quatrocentos e oitenta doélares,
dificultando qualquer politica de medicamentos embasada nesse esquema
terapéutico (SANTOS et al., 2008).

No inicio deste século, o alquilfosfolipideo miltefosina, inico medicamento oral
disponivel para o tratamento de leishmaniose visceral, foi registrado na india, Europa
e América do Sul. E altamente efetivo em criancas, mas pode apresentar
complicacBes gastrintestinais e seu uso em mulheres gravidas é limitado devido a sua
teratogenicidade. Além disso, altos indices de desenvolvimento de resisténcia vém
sendo observados in vitro (SANTA-RITA et al., 2004). A miltefosina se apresenta como
Unico tratamento oral para a leishmaniose visceral (BERMAN, 2005; RAMESH BABU
et al., 2008). Trata-se de uma hexafosfocolina, cuja eficacia contra a leishmaniose
tornou-se conhecida em meados dos anos 80. No entanto, sua comercializacdo como
primeiro agente oral contra a leishmaniose visceral na india ocorreu apenas em 2002
e contra leishmaniose cutanea na Colémbia em 2005. Hoje, no Brasil, esse farmaco
estd autorizado pelo Ministério da Agricultura a ser utilizado no tratamento da
leishmaniose visceral canina (ROATT et al., 2014). As desvantagens e restrices do
seu uso incluem risco de teratogenicidade, potencial de desenvolvimento de
resisténcia e estreita janela terapéutica (GODINHO et al., 2012; LUQUE-ORTEGA,
RIVAS, 2007; NATERA et al., 2007).

A pentamidina é utilizada no tratamento da leishmaniose cutdnea com esquema

de administracdo em trés doses diarias de 2 a 4 mg/kg intramuscular ou intravenoso,
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por sete dias consecutivos ou dias alternados. Seu uso continuo pode induzir diabetes
(AMEEN, 2010), porém é considerado uma boa alternativa em relacdo ao tratamento
com antimoniais (ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012). A paromomicina
€ um antibiético aminoglicosidico inicialmente indicado para infec¢ao bacteriana. Seu
mecanismo de acéo antibacteriano envolve a associagao a subunidades ribossomais,
interferindo na sintese protéica. Antes de ser desenvolvido para o tratamento da
leishmaniose cutanea, ja havia indicacdo de uso para giardiase, amebiase e
criptosporidiose (CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; SINHA; NATH; SANTOS, 2011).
Em associa¢cdo com a imunoterapia utilizando IL-12 em formulacgéo tépica, Fernandes
et al.,, (2001) observaram significativa evolucdo clinica apontando para cura no

tratamento realizado em camudongos BALB/c infectados com L. major.

Embora ndo se conheca amplamente o modo de acdo da paromomicina em
leishmania, sdo propostas vias como a interferéncia na fluidez da membrana, na
sintese protéica e no transporte ativo de moléculas (CHAWLA et al., 2011; MAAROUF
et al., 1997). O efeito foi relatado em estudos clinicos de fase Il na india, que
demonstraram uma taxa de 94% de eficacia no tratamento intramuscular de
leishmaniose visceral (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008). Grande vantagem no
esquema terapéutico para a leishmaniose cutanea € a sua administracdo topica,
evitando efeitos colaterais de vias sistémicas, sendo relatada apenas irritagéo no local
da aplicacdo (AMEEN, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).

Em virtude da onerosidade, da gama de efeitos colaterais e da limitacdo dos
farmacos convencionais, produtos naturais tém sido investigados como fonte de

descoberta de novos farmacos.

2.2 Plantas medicinais e produtos naturais: fonte potencial para
terapéutica.

Analisando o contexto historico € possivel observar que a utilizagéo de plantas
com fins terapéuticos faz parte da evolugdo humana e foram os primeiros recursos
terapéuticos utilizados pelas civilizagbes, das quais algumas tém suas proprias
referéncias historicas acerca do uso de plantas medicinais. Estas civilizagdes ao
realizarem experiéncias com plantas, observaram que algumas destas curavam,

matavam ou produziam efeitos colaterais severos (CALIXTO, 2000).
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Assim a utilizagdo de plantas com fins terapéuticos € considerada uma pratica
fitomédica, contudo para que iSso ocorra com seguranca é necessario a validagao de
suas propriedades farmacoldgicas, para o conhecimento dos possiveis efeitos
benéficos ou maléficos. Além disso, os profissionais da saude devem considerar tal
pratica, observando crencas, valores e estilo de vida (NASCENTE et al., 2017). O
crescente interesse por medicamentos de origem vegetal com efeito antiparasitario e
a extraordindria diversidade quimica vegetal, transformam as florestas tropicais em
verdadeiros reservatorios de novos principios ativos. O Brasil € um pais rico em
diversidade cujo territério possui cinco principais biomas, sendo designados como
floresta amazénica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. Portanto, € uma rica
fonte de substancias ativas. No entanto, este potencial para a descoberta de plantas
com atividades farmacologicas é pobremente explorado ou regulamentado,

contrastando com o que ocorre em paises desenvolvidos (CALIXTO, 2000).

No ano de 2006 foi implantada no Brasil, a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), sendo
instituida pela Portaria do Ministério da Saude (MS) n° 971.3. Esta portaria tem como
objetivo ampliar as opc¢des terapéuticas aos usuarios do SUS, tais como a acesso as
plantas medicinais, a fitoterapicos e a servicos relacionados a fitoterapia, com

seguranca, na perspectiva da integralidade da atencéo a saude (CALIXTO, 2000).

Assim, tanto o conhecimento como as potencialidades de uso das plantas
medicinais estdo longe de serem esgotadas. Novas necessidades certamente
encontrardo, na diversidade floristica, por meio da descoberta cientifica o
reconhecimento de novas moléculas com atividade terapéutica e com aplicacdes na
industria farmacéutica tanto no desenvolvimento de fitoterapicos, quanto de novos
medicamentos a partir de moléculas isoladas. Para a industria farmacéutica as plantas
foram e continuam sendo de grande relevancia, na busca por substancias ativas,
importantes para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas

farmacéuticas e adjuvantes farmacéuticos (BRITO et al., 2015).

Os produtos naturais oferecem moléculas com impacto profundo na saude
humana, a natureza produz infinitos metabdlitos secundarios com propriedades
bioldgicas distintas. Diversos estudos ja validaram o efeito de produtos naturais como
potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento de doencas tropicais

causados por protozoarios e outros parasitos. (ALVES et al., 2017; CARNEIRO et al.,
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2012; DE CASTRO OLIVEIRA et al, 2017; DE MEDEIROS et al., 2011;
ISLAMUDDIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015;
SOUZA et al., 2017)

Como parte da pesquisa por novos e melhores medicamentos com alta
viabilidade e baixa toxicidade, o Programa de Doencas Tropicais da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) vem considerando a investigacdo sobre o uso plantas no
tratamento de leishmaniose como essencial e de alta prioridade. Ainda nédo existe
nenhum produto natural licenciado para tratamento da leishmaniose humana. Iwu;
Jackson; Shuster (1994) citam em sua revisdo mais de vinte espécies de plantas que
tém demonstrado conter componentes que apresentam atividade significativa contra
varias espécies de leishmania.

Os constituintes ativos de algumas destas plantas ja foram isolados e suas
atividades tém sido confirmadas por meio de ensaios in vitro e in vivo, mas para a
grande maioria destas plantas tem sido reportada apenas a atividade de extratos in
vitro, faltando o isolamento dos componentes responsaveis por esta atividade
biolégica, com subsequentes estudos para confirmacédo in vivo. Até o momento, 0s
estudos experimentais citados na literatura permitiram a identificacdo de varias
classes de substancias com atividade antileishmania e entre as mais promissoras
estdo: os alcaloides isoquinolinicos e B-carbolinicos, os glicosideos iriddides e
esteroidais, além das quinolonas, lignanas (Ex. pinoresinol, medioresinol e lirioresinol;
Di GIORGIO et al. 2005) e taninos. (IWU et al., 1994; KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005).

2.2.1 Taninos.

Os taninos sao polifendis derivados do metabolismo secundéario das plantas,
sendo a maior parte derivada do metabolismo da glicose por diferentes reacdes
bioquimicas, que consistem a via do acido chiguimico ou do acetado, de grande
interesse econdmico e ecoldgico, sollveis em agua e com pesos moleculares entre 500
a 3000 Daltons (DE JESUS et al., 2012). Classicamente, as estruturas quimicas dos
taninos sao divididas em dois grupos: hidrolishvel e condensado. Os taninos
hidrolisaveis consistem em ésteres de acido gdlico e glicosideos de acido elagico,
formados a partir de shikimato, onde os grupos hidroxil-agicar séo esterificados com
acidos fendlicos (DE JESUS et al., 2012).
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Dentre alguns compostos fendlicos importantes encontram-se os acidos galico
e seus dimeros (acido digalico ou hexaidroxidifénico e elagico). Sendo caracterizados
como lactonas fendlicas de ocorréncia natural encontradas na castanha de caju,
aroeira-do-sertdo, barbatimdo e morango, por exemplo, na forma de taninos
hidrolisaveis chamados elagitaninos (MURAKAMI et al., 1991; RIBEIRO et al., 2015;
VATTEM et al., 2005). Muitas espécies de plantas que produzem taninos sdo usadas
na medicina popular para diferentes fins. O acido galico possui propriedades
antioxidantes e/ou anti-inflamatéria (YANG et al.,, 2015) antimicrobiana (SARJIT;
WANG; DYKES, 2015), propriedades antimutagénicas e anticarcinogénica (LEE;
HARRISON; GRINSTEIN, 2003; LU et al., 2010; PAOLINI et al., 2015). Das atividades
biolégicas comprovadas do acido elagico destacam-se: anticarcinogénica,
hepatoprotetora, inibidora da DNA topoisomerase (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006;
VATTEM et al.,, 2005), antioxidante, anti-inflamatéria (PAPOUTSI et al., 2008),
gastroproterora (IINO et al., 2001).

Recentemente, nosso grupo explorou a atividade antileishmania e
imunomoduladora dessas moléculas. Ambas demonstraram elevado potencial e
eficacia em inibir o crescimento “in vitro” de formas promastigotas de L. major,
demonstraram possuir seletividade aceitavel para o parasita em relacdo as células do
hospedeiro (IS > 20) e grande capacidade imunomoduladora, ativando macréfagos e
tornando-os efetivos em resolverem a infeccdo (ALVES et al., 2017)

Por serem duas moléculas de carater hidrofilico, ambas possuem boa
capacidade de atravessar membranas e serem absorvidas rapidamente pelo trato
gastrintestinal quando administradas por via oral. No entanto, sdo rapidamente
biotransformadas em metabdlitos inativos, com tempo de meia vida curto (ATHUKURI,
NEERATI, 2017; XU et al., 2017). Isso nos levou a desenvolver uma formulacao tépica
de emulgel contendo essas biomoléculas associadas ou ndo com anfotericina B.

A falta de uma vacina segura e eficaz, juntamente com as adversidades
existentes nos tratamentos convencionais, vém despertado para a busca por novos
farmacos que visam apresentar potencial acdo antileishmania, como também potencial
imunomodulador, que podem ser utilizados como monoterapia ou associados em
carater sinérgico as terapias convencionais em formas inovadoras de formulacdes

farmacéuticas.
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2.3 Formulagéo tépica de Gel de Polaxamer 407®

A pele representa um dos érgaos mais extensos do corpo. As duas funcdes
principais da pele sdo atuar como uma barreira fisica eficaz contra as influéncias
ambientais indesejadas, bem como prevenir a excessiva perda de agua do corpo. A
pele € composta de epiderme, derme e tecido adiposo subcutaneo (VAN SMEDEN et
al., 2014)

Constitui uma via potencial de aplicacdo de medicamentos devido seu facil
acesso e sua grande superficie. As limitacbes desta via de administracdo estéao
principalmente associadas com a funcédo de barreira da pele que impdem grandes
limites a absorcdo de farmacos (LEHMANN; KEIPERT; GLOOR, 2001).

Pomadas, cremes e géis sdo formas farmacéuticas semissélidas destinadas a
aplicacao topica. A maioria delas € utilizada pelos efeitos dos agentes terapéuticos que
contém. S&o utilizadas tanto por seus efeitos topicos quanto sistémicos (LEHMANN et
al., 2001).

Os géis sdo uma classe relativamente nova de forma farmacéutica criada pela
retencao de grandes quantidades de liquido aquoso ou hidroalcodlico, em uma rede de
particulas coloidais solidas, que podem consistir em substancias inorganicas, tais como
sais de aluminio ou polimeros organicos de origem natural ou sintética. Eles tém um
componente aquoso superior que permite uma maior dissolug¢do do farmaco, e permite
a migracao facil do farmaco por meio de um veiculo que €, essencialmente, um liquido,
em comparagao com 0 unguento ou base de creme. Estes sao superiores em termos
de uso e aceitabilidade do paciente, porém, apesar das muitas vantagens dos hidrogéis,
a principal limitacdo é na liberacdo de farmacos hidrofébicos (KHULLAR et al., 2012).

Varios estudos demonstraram que pluronic lecithin organogel (organogel de
lecitina - PLO) tém a capacidade Unica para liberar farmacos através da pele para um
sitio especifico quando outras vias de administracdo nédo sdo viaveis (BELGAMWAR,
2008; LEHMAN, 2001).

PLO é um sistema de duas fases consistindo de uma fase oleosa (lipofilica) e
uma fase aquosa (hidrofilica). Os componentes quimicos do PLO séo pluronic F-147
ou polaxamer 407®, lecitina de soja, palmitato ou miristato de isopropila, sorbato de
potassio, acido sorbico e agua (PANDEY; BELGAMWAR; SURANA, 2009)
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O pluronic F-147 ou polaxamer 407® (Figura 5), utilizado na concentracéo entre
15 e 50%, € uma cera branca usada como agente emulsionante, solubilizante e
molhante; é um copolimero de cadeia longa que tem a propriedade Unica de ser solido
a temperatura ambiente e liquido a temperatura refrigerada. Assim, em contato com a
pele o gel facilita a ades&o do produto, sendo excelente carreador de moléculas, com
propriedades tensoativas e promotora de permeabilidade cutanea, sendo capaz de
promover desarranjo do estrato corneo da pele, promovendo liberacéo de farmacos até
as camadas mais profundas da pele (PINHEIRO et al., 2016; UR-REHMAN; TAVELIN;
GROBNER, 2011; VAN HEMELRIJCK; MULLER-GOYMANN, 2012).

Figura 5: Estrutura quimica do Polaxamer

CH;
H{C} o o/\}OH
a b a

As letras a e b representam cadeiras hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente (UR-
REHMAN et al., 2011)

2.4 Associacédo de drogas

A descoberta de drogas é um processo caro que requer uma média de 10 a 20
anos, além de um investimento de mais de US $ 1 bilh&o antes que um novo composto
com atividade contra um alvo especifico possa ser aplicada clinicamente (HUGHES
et al, 2011) Como consequéncia, sistemas de entrega que transportam
medicamentos convencionais podem melhorar a eficacia destes compostos e,
consequentemente, reduzir seus efeitos colaterais (ULIANA; TRINCONI; COELHO,
2018). Concomitantemente a esses sistemas, a combinacdo entre drogas pode
proporcionar potencial sinergismo e sucesso terapéutico no enfrentamento dessa
doenca, sendo uma das abordagens mais promissoras para o0 desenvolvimento de
novas formulagdes antileishmania (PASTOR et al., 2015; PINK et al., 2005).
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As principais vantagens de terapia combinada s&o: sinergismo, reducédo da
toxicidade, regimes de tratamento mais curtos e reducdo do desenvolvimento da
resisténcia (CASTRO et al., 2014; PASTOR et al., 2015; PINK et al., 2005). Vérios
estudos mostraram que algumas combinagdes de drogas aumentaram seus efeitos
antileishmania. Por exemplo, uma combinacdo de miltefosina com paromomicina
demonstrou atividade superior contra a leishmaniose visceral em modelos animais
(SEIFERT; CROFT, 2006); enquanto que as combinacbes de paromomicina e
gentamicina foram mais efetivas contra a forma cutdnea em camundongos BALB/c
(TOLOUEI et al., 2011). Do mesmo modo combinacdo de glucamtime com &cido
ascorbico foi eficiente no tratamento de camundongos BALB/c infectados por
Leishmania infantum (CASTRO et al., 2014).

Diante do que se apresenta e considerando a necessidade da descoberta de
novas abordagens para tratamento da leishmaniose, como a monoterapia ou a
associacao de farmacos aos ja utilizados nos tratamentos convencionais, optou-se por
realizar a associacao entre a Anf B e as moléculas naturais (AG e AE) em formulagéo
topica em gel de polaxamer 407® para tratamento experimental da leishmaniose

cutanea no modelo murino.
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CAPITULO O1:

ATIVACAO DE MACROFAGOS E MODULAGAO DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA NA PROSPECGAO DE NOYAS DROGAS
ANTILEISHMANILA

Revista: Journal of Pharmacological and Toxicological Methods
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Ativacao de macrofagos e modulagéo da resposta imune na prospeccao
de novas drogas antileishmania

RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania, pertencentes ao grupo de doengas tropicais negligenciadas. Encontram-se
distribuidas por todo 0 mundo onde, atualmente, 12 milhdes de pessoas estdo acometidas
pela doenga e um nimero alarmante de 1,5 milhes de novos casos surgindo a cada ano.
E de dificil controle, nfo ha vacina eficaz e o seu tratamento é baseado em um nimero
limitado de drogas que apresentam uma gama de efeitos indesejaveis, além de ja existirem
relatos de resisténcia a essas drogas. A busca de novos farmacos se da ndo apenas para
investigar a atividade intrinseca contra o parasita, também visa investigar o possivel efeito
sinérgico de novas drogas com a resposta imune do hospedeiro. Neste trabalho,
apresentamos 0s macréfagos como alvo da investigacdo de novas drogas antileishmania
e apresentamos metodologias para avaliar tal ativacdo. Os macrdéfagos desempenham
papel importantissimo na resposta imune celular, pois sao células do sistema monocitico
fagocitario e a primeira linha de defesa do organismo contra os parasitas do género
leishmania. Capacidade fagocitica, atividade lisossomal, indu¢do do aumento de 6xido
nitrico e calcio intracelular sdo parametros de avaliacdo de ativacdo dessas células que as
tornam mais hostis para debelar a parasitemia e levar o paciente a cura. Neste contexto
revisamos 19 substancias ja investigadas e que ativam macrdfagos, o que as tornam
promissoras no tratamento antileishmania.

Palavras-chave: Ativacdo de macrofagos, Resposta immune celular, Leishmanioses,
Produtos naturais
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ABSTRACT

Leishmaniasis are parasitic zoonoses caused by protozoa of the genus Leishmania
belonging to the group of neglected tropical diseases. They are distributed all over the
world where 12 million people are currently affected by the disease and an alarming
number of 1.5 million new cases arise each year. It is difficult to control, there is no
effective vaccine and its treatment is based on a limited number of drugs that have a range
of undesirable effects, and there are already reports of resistance to these drugs. The
search for new drugs is not only to investigate the intrinsic activity against the parasite,
but also to investigate the possible synergistic effect of new drugs with the immune
response of the host. In this work, we present macrophages as the target of the
investigation of new antileishmania drugs and present methodologies to evaluate such
activation. Macrophages play an important role in the cellular immune response, since
they are cells of the mononuclear phagocytic system and the first line of defense of the
organism against the parasites of the genus leishmania. Phagocytic capacity, lysosomal
activity, induction of increase of nitric oxide and intracellular calcium are parameters of
evaluation of activation of these cells that make them more hostile to stop the parasitemia
and lead the patient to cure. In this context we bring 19 substances already investigated
and that activate macrophages, what makes them promising in the treatment
antileishmania.

Keywords: Activation of macrophages, Cellular immune responses, Leishmaniasis,
Natural products
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1. INTRODUCAO

InfeccBes por protozoarios sdo um problema de salde publica mundial,
principalmente em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, correspondendo a
14% da populagdo mundial sob risco de infeccdo por essas doencas (Kondrashin,
Baranova, Morozova, & Stepanova, 2011; Waldron, et al., 2011). Inseridas nesse quadro,
as leishmanioses fazem parte do grupo de doencas tropicais negligenciadas, onde 12
milhdes de pessoas estdo infectadas e 1 a 2 milhGes de novos casos surgem a cada ano,
sendo endémicas em 98 paises e disseminada em pelo menos 5 continentes (Alvar, et al.,
2012; Mitropoulos, Konidas, & Durkin-Konidas, 2010).

O potencial infeccioso das leishmanioses se deve ndo apenas ao contexto sécio-
econémico em que vivem essas populacdes, mas a alta disseminacéo do vetor e atingindo,
inclusive, areas de ambiente urbano (Harhay, Olliaro, Costa, & Costa, 2011). Deve-se
também a capacidade do parasita de albergar-se e multiplicar-se no interior hostil de
células altamente especializadas em destruir patoégenos intracelulares, como as células do
sistema monocitico fagocitario, mais especificadamente, os macréfagos (Dumas, et al.,
1997; Islamuddin, et al., 2015; Naderer & McConville, 2008; Roy, et al., 2014)

O ciclo biolb6gico da leishmania, agente etioldgico das leishmanioses, se inicia
quando a fémea do inseto vetor, da Familia Phlebotominea, realiza o seu repasto
sanguineo. Neste, estdo presentes as formas flageladas do parasita, as promastigotas.
Durante o repasto, a fémea regurgita sobre o local da picada as promastigotas metaciclicas
que imediatamente sdo fagocitadas pelos macrofagos presentes na pele do hospedeiro
vertebrado. No interior dessas células as promastigotas se tornam sem flagelo aparente,
passando a se chamar, portanto, de amastigotas (Harhay, et al., 2011). Para sobrevivier
no interior dessas células e se disseminar no organismo desse hospedeiro, 0s parasitas
atuam por meio de mecanismos de imunosilenciamento e imunoevaséao, para escaparem
do estresse oxidativo provocado pela presenca de hidrolases positivas, ataque lissosomal
no interior dos vacuolos parasitofagos e do calcio intracelular responsavel por facilitar a
alteracdo do citoesqueleto dos macréfagos, além de ser uma molécula microbicida e
ferramenta fundamental em despolarizar a f-actina, proteina que invade os vacuolos e
destrdéi o parasita (Dolai, Yadav, Pal, & Adak, 2009; Dumas, et al., 1997).

Os mecanismos que as amastigotas intracelulares utilizam para sobreviverem no
interior dos macrdfagos e estabelecerem a parasitemia, baseiam-se em uma forte
predominancia de uma resposta imune celular, desencadeada por linfdcitos T auxiliares
do tipo 2 (Th-2), j& que a restauracdo da imunidade celular do tipo Th-1 é fundamental
para o controle da doenga (Gurunathan, et al., 2000; Islamuddin, et al., 2015).
Inicialmente, precisamos entender como ocorre a ativagdo da resposta imune
desencadeada por linfocitos T auxiliares. No hospedeiro vertebrado, quando um patdégeno
é fagocitado por uma célula apresentadora de antigeno (APC), este é atacado por enzimas
lisossomais, estresse oxidativo e hidrolases positivas para ser processado e ser
apresentado na superficie dessas células, como antigeno, através de moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il (Gill, et al., 2003; Klein,
Hinterberger, Wirnsberger, & Kyewski, 2009). Juntamente com o antigeno a ser
apresentado, as células que enfrentaram o patdgeno passam também a expressar citocinas.
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Esses dois fatores sdo suficientes para que ocorra a ativacdo de linfocitos T auxiliares
(Luckheeram, Zhou, Verma, & Xia, 2012). Citocinas como as interleucinas 4 e 10 (IL-4
e IL-10) ativam a resposta imune do tipo Th-2, onde os linfocitos Th passam a recrutar e
a ativar esses linfdcitos B para produzirem imunoglobulinas. J& INF-y, TNF-a ¢ IL-1p
ativam resposta imune do tipo Th-1, onde os linfocitos Th passam a recrutar mais células
do SFM, capacitando-as a aumentar a expressdo de 6xido nitrico (NO), atividade
lisossomal, capacidade fagocitica e ions célcio para destruir os patdgenos intracelulares
(Fig 1) (Islamuddin, et al., 2015; Roy, et al., 2014; Valadares, et al., 2011)

Resposta imune a infecgdo por leishmania
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TFN-y / 7 iy
= INF-o TFN-y IL-10
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Fig 1. Resposta imune & infeccdo por leishmania. Durante a patogenia da doenca as formas
promastigotas de leishmania se transformam em amastigotas no interior hostil dos macréfagos.
Estas, para sobreviverem e promoverem parasitemia, inibem a producdo de NO ou promovem
baixa regulagdo dos sinais que desencadeiam a resposta antiparasitaria, dessa forma estabelecendo
perfil de resposta celular do tipo Th-2. Em contrapartida, a resposta imune celular do perfil Th-1
e restauracdo da imunidade celular é fundamental para o controle da doenga, principalmente
quando envolve os mecanismos de ativacdo de macrofagos, tornando-os capazes de debelarem a
infeccdo. Tais mecanismos envolvem sua super regulacdo da ativacdo lisossomal, capacidade
fagocitica, aumento da producéo de NO e célcio intracelular.

Por possuir tratamento limitado, oneroso e com uma gama de efeitos adversos
(Alizadeh, Foroumadi, Ardestani, Poorrajab, & Shafiee, 2008; Ashford, 2000), a busca
por novos farmacos, mais eficazes e com menos efeitos toxicos, é fundamental. Tais
farmacos devem, ainda, atuar em sinergismo com a resposta imunolégica do hospedeiro,
fazendo com que a resposta celular do perfil Th-1 prevaleca, para que células T de
memoria possam conferir cura definitiva e protecdo as possiveis recidivas da doenca que
ocorrem costumeiramente em areas endémicas, onde ha grande exposicdo dos
hospedeiros ao vetor e, consequentemente, ao agente etiolégico (Alves, et al., 2017;
Carneiro, et al., 2012; de Medeiros, et al., 2011; Islamuddin, et al., 2015; Rodrigues, et
al., 2013; Rodrigues, et al., 2015; Souza, et al., 2017; Valadares, et al., 2011).

Portanto, mediante a imunopatologia da leishmaniose e o papel crucial da ativacéo
de células do sistema imune, especialmente os macréfagos, como alvos farmacologicos
para controlar a parasitemia da doenca, 0 objetivo desta revisdo foi abordar o papel da
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ativacdo dessas células e sua modulacao através de protocolos imunomoduladores para
estudo e/ou descoberta de possiveis novos farmacos para o enfrentamento dessa doenga
bem como fazer um apanhado na liberatura de drogas que possuem caracteristicas
imunomoduladoras com atividade antileishmania através destes protocolos.

2. ATIVAGCAO DE MACROFAGOS
2.1 Obtencdo de macrofagos

Os macréfagos utilizados para ensaios que avaliam a capacidade
imunomoduladora de drogas, podem ser obtidos de linhagem de células imortalizadas
como a RAW 264.7 (Kolodziej & Kiderlen, 2005) ou obtidos de lavado peritoneal de
camundongos BALB/c (Alves, et al., 2017; Carneiro, et al., 2012; de Castro Oliveira, et
al., 2017; de Medeiros, et al., 2011; Rodrigues, et al., 2013; Rodrigues, et al., 2015; Souza,
etal., 2017).

Para se obter macréfagos peritoneais murinos, os animais com a idade de 4 a 6
semanas de vida, inicialmente devem ser eutanasiados sob aprovacdo do comité de ética
responsavel por cada centro de pesquisa. Apds eutanasia, 0s animais sao afixados em uma
superficie plana em decubito dorsal, em seguida é realizada uma incisao no abdémen dos
camundongos para que seja rebatida a pele da regido ventral e exposto o peritnio.
Independentemente do sexo, sdo aplicados 8 mL de solugéo isoténica de salina tamponada
com fosfato (PBS — NaCl 145 mM, Na;HPO4 9 mM, NaH2PO4 1 mM, pH 7,4) com o
auxilio de agulha e seringa estéril na cavidade peritoneal, onde deve ser realizada uma
leve massagem neste local para ser possivel obtencdo do méximo de células. Apos
retirada das células, prossegue-se com centrifugacdo a 3000 rpm, sob temperatura de 4
°C durante 10 minutos. Ap6s centrifugacédo, o sobrenadante deve ser descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 (suplementado com 10% de soro fetal
bovino e penicilina-estreptomicina 10.000 U1/10 mg) para prosseguir com a contagem
das célula em cdmara de Neubauer, utilizando como diluidor do calculo o corante azul de
Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Para cada protocolo utilizado as células devem
ser incubadas em estufa a 37 °C a 5% de CO> na quantidade de 2 x 10° por pogo, em
placas de cultivo celular de 96 pogos (Alves, et al., 2017; de Castro Oliveira, et al., 2017)

2.2 Preparo de solugdes

A solucéo estoque de corante vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
é obtida pela solubilizacdo de 0,002 g do corante em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO).
A solucdo de extragdo utilizada consiste de acido acético glacial 96% (1% v/v) e etanol
PA (50% v/v) dissolvidos em agua bidestilada. O zimosan (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) corado para os ensaios de capacidade fagocitica é obtido pela dilui¢do de 0,3 mL
da solucao estoque de vermelho neutro e 0,02 g de zimosan em 3 mL de PBS, ja o fixador
é o de Baker formol-calcio constituido por formaldeido 4% v/v, cloreto de sodio 2% p/v
e acetato de célcio 1% p/v em agua destilada (Grando, et al., 2009).

2.3 Avaliagdo da capacidade fagocitica

Macroéfagos sdo plaqueados e incubados em estufa a 37 °C e 5% de COz por 4 h
conforme item 2.1. Ap0s esse periodo o sobrenadante € removido para retirar as células
que ndo aderiram na placa e em seguida adiciona-se a droga teste em concentragdes
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seriadas (800-6,25 pg/mL) (Alves, et al., 2017). Ap6s 48 h de incubacédo em estufa a 37
°C e a 5% de CO, acrescenta-se 10 pL de solugdo de zimosan corado e incuba-se por 30
min a 37 °C. Apos este procedimento, adiciona-se 100 pL de fixador de Baker para
paralisar o processo de fagocitose e, 30 min ap06s, a placa é lavada com solugdo salina 0,9
% a fim de remover o zimosan e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos macréfagos.
Remove-se 0 sobrenadante, adiciona-se 100 pL de solugdo de extracdo onde é submetida
a agitacao leve por 10 minutos. As absorbancias devem ser lidas a 550 nm (fig 2)

Ap0s esse periodo, remove-se 0
sobrenadante e adiciona-se em
triplicata as drogas teste em
concentracdes seriadas (800 — 6,25
ng/mL). A placa é novamente incubada
por 48h

Macrofagos plaqueados
em placa de 96 pogos.
Incubados por 4h em

estufa a 372C e 5% CO,

corado com
vermelho
neutro

Solugdo de
extragao

minutos e em seguida é
realizada a leitura a 550 nm

A placa é agitada por 10 ]

Fig 2: Fagocitose de particulas de zimozan por macréfagos submetidos a tratamento por drogas
teste. Os macrdfagos sédo incubados por 48 h a temperatura de 37 °C em estufa a 5% de CO», na
auséncia e na presenca de diferentes concentracGes de drogas teste, e posteriormente, sdo
adicionados 10 pL de zimosan corado. A fagocitose das particulas de zimosan é determinada
colorimetricamente ap6s a solubilizagcdo com solucdo de extragao.

Os macrofagos desempenham diversas fungbes, incluindo fagocitose,
citotoxicidade tumoral, secrecdo de citocinas e apresentacdo de antigenos. Eles
representam uma linha de defesa contra patogenos e células tumorais reconhecendo e
destruindo-as (Klimp, de Vries, Scherphof, & Daemen, 2002; Peters, Gieseler, Thiele, &
Steinbach, 1996; Young & Hardy, 1995). Caracteristicamente, macrofagos ativados
demonstram aumento das capacidades de adesdo e espraiamento, estimulagcdo da sintese
de DNA, aumento de célcio intracelular, modificacdo na secre¢do de citocinas, aumento
de niveis de enzimas lisossomais, aumento de atividade microbicida/tumoricida pelo
aumento de NO e de espécies reativas do oxigénio (EROs), aumento de ruffles de
membrana que melhora o desempenho de fungbes como a locomocdo e a fagocitose
(Cleary, Kelly, & Husband, 1999). Os macrofagos que séo ativados e capazes de resolver
infeccOes por patogenos intracelulares mediante estimulo por drogas que atuem nesse
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ambito possuem caracteristica de alterar a sua morfologia tornando-se com aspecto
fusiforme, devido a sua adeséo e espraiamento (Fig 3) para aumentar sua area total e
fagocitar mais patogenos (Alves, et al., 2017).

o

|\ Y

Fig 3. Macréfago sem estimulo por drogas que o ativam (A) e espraiado (B) apds o estimulo de
prospeccdo com drogas derivadas de produtos naturais. O espraiamento se deve a sua ativacao da
capacidade fagocitica.

2.4 Avaliacdo da atividade lisossomal

Macroéfagos sdo plaqueados e incubados em estufa a 37 °C e 5% de COz por 4 h
conforme item 2.1. Ap0s esse periodo o sobrenadante é removido para retirar as células
que ndo aderiram na placa e em seguida adiciona-se a droga teste em concentragdes
seriadas (800-6,25 pg/mL) (Alves, et al., 2017). Ap6s 48 h de incubacdo em estufa a 37
°C e a 5% de COg, acrescenta-se 10 uL de solugdo de vermelho neutro a 2% de DMSO e
incuba-se por 30 min a 37 °C. Ap0s este procedimento remove-se 0 sobrenadante,
adiciona-se 100 uL de solugdo de extragdo, apos 30 min a placa é submetida a agitacéo
leve por 10 minutos. As absorbancias devem ser lidas a 550 nm (fig4)
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ApOs esse periodo, remove-se o
sobrenadante e adiciona-se em
triplicata as drogas teste em
concentragdes seriadas (800 — 6,25
ng/mL). A placa é novamente incubada
por 48h
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Fig 4: Atividade lisossomal de macréfagos submetidos & tratamento por drogas teste. Os
macréfagos sdo incubados por 48 h a temperatura de 37 °C em estufa a 5% de CO», na auséncia e
na presencga de diferentes concentracdes de drogas teste, e posteriormente, sao adicionados 10 pL
de vermelho neutro a 2% de DMSO. O vermelho neutro retido nas vesiculas de secrecdo é
solubilizado com solugdo de extracédo e determinado colorimetricamente.

A fagocitose e o sistema lisossomal sdo criticos para as fun¢es dos macréfagos,
onde ocorre internalizacdo, processamento e apresentacdo de antigenos derivados de
patdgenos a células especificas do sistema imune, a fim de proteger o hospedeiro. Ap6s
a endocitose do patdgeno, o fagossomo recentemente criado sofre eventos sequenciais de
fusdo com endossomas e depois com lisossomas para produzir um fagolisossoma
(Niedergang & Chavrier, 2004). O fagolisossoma é um compartimento cheio de
hidrolases acidas e ERO’s onde ocorre a maior parte de degradacdo do contetdo
englobado. Drogas que atuam ativando macrofagos neste alvo, sdo capazes iduzir essas
células a destruirem patdgenos internalizados em seus fagolisossomos, aléem de aulixar
com up-regulation na apresentacdo de antigeno (Greenberg & Grinstein, 2002; Lee,
Harrison, & Grinstein, 2003; Niedergang & Chavrier, 2004)

2.5 Avaliacdo da producéo de nitrito

Macrofagos sdo plaqueados e incubados em estufa a 37 °C e 5% de COz por 4 h
conforme item 2.1. Apo0s esse periodo o sobrenadante € removido para retirar as células
que ndo aderiram na placa e em seguida adiciona-se a droga teste em concentragdes
seriadas (800-6,25 pug/mL) (Alves, et al., 2017). Transcorrido 24 h de incubacgéo a 37 °C
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e 5% de CO., transfere-se os sobrenadantes do cultivo celular para outra placa de 96 pogos
para a dosagem de nitrito (fig5). A curva-padrao para dosagem de nitrito é preparada com
nitrito de sddio em agua Milli-Q® a concentragles variadas de 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 e
150 uM diluidos em meio RPMI 1640. No momento da dosagem mistua-se partes iguais
das amostras ou das solucOes preparadas para obtencdo da curva-padrdo com o mesmo
volume do reagente de Griess (1% Sulfanilamida em H3PO4 10% (v:v) em agua Milli-
Q®, adicionados em partes iguais a 0,1% naftilenodiamino em agua Milli-Q®) e procede-
se a leitura das absorbancias a 550 nm. (Alves, et al., 2017; Grando, et al., 2009; Soares,
Pereira, Meireles, & Saraiva, 2007).

Macréfagos plaqueados

em placa de 96 pogos.
Incubados por 4h em triplicata as drogas teste em

estufa a 372C e 5% CO, concentragdes seriadas (800 - 6,25
ng/mL). A placa é novamente incubada

por 24h

Ap0s esse periodo, remove-se o
sobrenadante e adiciona-se em

realizada a leitura

50 puL do sobrenadante a 550 nm
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+
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Fig 5. Dosagem colorimétrica de nitrito produzido por macréfagos tratados com drogas teste. Os
macréfagos sdo incubados por 24 h a temperatura de 37 °C em estufa a 5% de CO», na auséncia e
na presenca de diferentes concentraces de drogas teste, e posteriormente, sdo adicionadospartes
iguais de reagente de Griess e do sobrenadante da placa. O 6xido nitrico é dosado a partir da
concentragdo de nitritos produzidos por macrofagos tratados.

Na atividade antileishmania, uma via importante que pode estar envolvida é a
producdo do NO pelos macrofagos. Ele é considerado, h4& muito tempo, como o
mecanismo mais eficaz envolvido na defesa contra leishmania. Dentro dos
fagolisossomo, o0 NO se combina com anion superdxido, para produzir peroxinitrito, que
é altamente reativo e microbicida (Bogdan & Rollinghoff, 1998; Valadares, et al., 2011).
O parasito sobrevive dentro do macr6fago mediante a habilidade de inibir a expressao ou
atividade da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) através da inibicdo da producdo de
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citocinas envolvidas na regulacéo da iNOS, inibicao da sintese de NO por glicosilinositol,
fosfolipideos da superficie de amastigotas ou estimulo a producdo do fator de
transformacéo do crescimento TGF-p (PARK et al., 2005). Drogas que ativam a via do
NO, atuam ativando macrdfagos por citocinas tais como interferon-y (IFN-y) e factor de
necrose tumoral a (TNF-a), que aumentam a producdo de 6xido nitrico sintase, uma
enzima que catalisa L-arginina para gerar NO e citrulina (Liew, Millott, Parkinson,
Palmer, & Moncada, 1990). Uma vez dentro do fagolisossoma, 0 NO combina-se com o
superdxido para produzir nitrito de peréxido, o qual é altamente reativo e atua como um
microbicida (Bogdan & Rollinghoff, 1998; Ueda-Nakamura, et al., 2006).

2.6 Quantificacdo do calcio intracelular em macrofagos

Os macréfagos sdo plaqueados e incubados a 37 ° C e 5% de CO2 por 4 h, de
acordo com o item 2.1, em placas de microscopia confocal com fundo de vidro de 35 mm
de didmetro. Apds esse tempo, 0 sobrenadante € removido para remover as células ndo
aderentes na placa e, em seguida, a droga teste é adicionada em concentracfes seriadas
(6,25 - 800 ug / mL) (Alves, et al., 2017) em 300 mL de meio RPMI contendo fluoréforo
sensivel ao célcio (por exemplo, Fura-2 ou Fluo-3) a 10 mM ¢ adicionado e incubado por
mais 30 min. As células devem ser lavadas duas vezes com PBS estéril para remover o
fluor6foro em excesso e 1 mL de tampdo HBSS adicionado a cada placa para
experimentacao. A imagem de calcio é realizada por microscopio de epifluorescéncia ou
confocal, equipado com filtros de 340/380 nm (excitacdo) e 525 nm (emissao), acoplado
a uma camera CCD de alta velocidade e software compativel (fig. 6). A concentracédo de
calcio citosdlico (Ca2 + i) em cada macréfago, selecionados os ROIls, pode ser estimada
pela aplicacdo da equacdo [Ca2 + i] = Kd * (F-Fmin) / (Fmax-F), onde Kd €é a constante
de dissociacgdo do fluoréforo utilizado, F € a intensidade de fluorescéncia varidvel, Fmax
e Fmin sdo, respectivamente, a fluorescéncia maxima e minima obtida na presenca de
ionomicina (5 uM) ouEGTA (20 mM) (Alves, et al., 2017).
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Fig 6.Quantificagdo de calcio intracelular em macrofagos submetidos a estimulos por drogas
teste. Analise realizada utilizando Fura-2/AM (10 uM) em microscopia de epifluorescéncia
confocal (DSU Olympus, Japan).

As leishmanias internalizadas atuam em mecanismo de efluxo de célcio no
macréfago infectado. Tal mecanismo se remete ao aumento da expressdo de dois portais
envolvendo o calcio, o PMCA4 que ¢ o portal responsavel pelo efluxo de célcio para o
meio extracelular e a SERCAS, responsavel pela estocagem de calcio para o reticulo
sarcoplasmatico. Este mecanismo esta continuamente em funcionamento para a
homeostase celular, porém com a presenca de amastigotas internalizadas ocorre o
aumento da expressao de PMCA4 e SERCAS3, promovendo a saida de calcio para o0 meio
extracelular e estocagem do mesmo para o reticulo. Além de ser uma molécula
microbicida o célcio intracelular promove a ativacao da via classica da PKC, onde uma
vez ativada promove a sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias tais como (TNF-a e IL-
4), que ao se encontrarem com o linfocito juntamente com o antigeno apresentado por
células APC’s pelas moléculas de MHC-II, ativam os linfocitos T naive (Th-0)
diferenciando-os em linf6citos TCD4" que por sua vez passam a produzir e liberar INF-y
para ativacao de resposta imune celular Th-1 (Islamuddin, et al., 2015; Roy, et al., 2014).
Uma vez aumentada a expressédo de PMCA4 e SERCAS pela presenca do parasita, ocorre
a diminuicéo de célcio intracelular. Na pouca quantidade ou na auséncia de célcio uma
outra via de sinalizag&o € ativada, esta ainda pouco conhecida é através da proteina cinase
zeta (PK(). Sabe-se que esta via de sinalizacdo promove a expressdo de citocinas anti-
inflamatdrias tais como IL-10, que ativa os linfocitos T em resposta imunologica do tipo
Th-2, ativando linfécitos B a produzir anticorpos (Roy, et al., 2014). Esta resposta Th-2
€ 0 que mascara e promove a patogenia das leishmanioses nos hospedeiros infectados
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(Islamuddin, et al., 2015). A acdo de novos farmacos sobre a via de aumento de calcio
intracelular esta diretamente relacionada a essa via de sinalizacao (Alves, et al., 2017).

Outro fator envolvido de grande relevancia, quando ha presenca significativa de
calcio intracelular em célula com patégeno internalizado, é a despolimerizacéo da f-
actina. A fagocitose por neutréfilos, macréfagos e outros fagdcitos profissionais requer
uma remodelacdo répida da actina. A desagregacdo da F-actina, fagocitose e maturagédo
do fagocitoma perifagosomal sdo processos dependentes de calcio nos macrofagos
quando interagem com agentes patogénicos para resolver infecgdes (Tejle, Magnusson,
& Rasmusson, 2002).

3. Drogas com potencial ativador de macrofagos

Na tabela 1 esta exposto uma variedade de drogas, derivadas de produtos naturais,
plantas ou sintéticos que possuem a capacidade de ativar macréfagos nos parametros
avaliados nesta abordagem.

Tabela 01: substancias que ativam macrofagos em suas respectivas atividades.

Atividade
Planta/substancia Referéncia
Fagocitose®  Lissossomal®  NO®  Ca*®

Myracrodruon

X - - - (Carvalho, et al., 2017)
urundeuva
Zanthoxylum X : X (Melo, et al., 2016)
rhoifolium
Syzygium cumini X X X - (Rodrigues, et al., 2015)
Eugenia uniflora X - - - (Rodrigues, et al., 2013)
Platonia insignis - X - - (Souza, et al., 2017)
Limonia (Krifa, Bouhlel, Ghedira-
strumguyonianum - X X - Chekir, & Ghedira,
2013)
Proanthocyanidins e
estruturas analogas - - X - (Kolodziej, et al., 2001)
Flavan-e- o _
olgallocatechin tanino i i X i (Kolodziej & Kiderlen,
2005)
Allium sativum (Ghazanfari, et al., 2000;
- - X - Ghazanfari, Hassan, &

Khamesipour, 2006)

Quassin isolado de (Bhattacharjee, et al.,
Quassia amara 2009)
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Pelargonium sidoides (Kayser, Kolodziej, &

DC Kiderlen, 2001)
Agaricus blazei i i X i (Valadares, et al., 2011;
Valadares, et al., 2012)

Lupeol X X - - (Souza, et al., 2017)
Acido galico X X X X (Alves, et al., 2017)
Acido elagico X X X X (Alves, et al., 2017)
23 (de Castro Oliveira, et

X X X ) l., 2017
Dihidrobenzofurano al., 2017)
a-pineno X X X - (Rodrigues, et al., 2015)
Crotoxina X - X - (Farias, et al., 2017)
Artemisina

- - X - (Islamuddin, et al., 2015)

IAumento de atividade fagocitica; 2Aumento de volume lissossomal; *Inducéo da sintese de dxido nitrico e
4Aumento de célcio intracelular.

O fato da doenca ser uma imunopatologia (Paranaiba, et al., 2017) com tratamento
convencional limitado, oneroso e com uma gama de efeitos adversos (Alizadeh, et al.,
2008; Ashford, 2000), desde os ensaios pré clinicos, a busca de novas drogas com acao
antileishmania, deve estar harmoniamente ligada também a capacidade dessas novas
descobertas em atuar em sinergismo com a resposta immune do hospedeiro, através da
ativacdo de macrdfagos. Sendo este, o principal sinal de estabelecimento de resposta
celular para controlar a parasitemia. Os macrofagos ativados sdo capazes de resolver a
infeccdo e controlar sua disseminacédo (Alves, et al., 2017).

4. CONCLUSAO

Portanto, os protocolos de ativacdo de macrofagos como a avaliacdo da
capacidade fagocitica, atividade lisossomal, producéo de nitrito e célcio intracelular, séo
importantes ferramentas para descoberta de moléculas imunomoduladoras que visam
sinergismo com a resposta imune do hospedeiro. Tais moléculas podem ser promissoras
no enfrentamento da doenca como monoterapia e também podem ser utilizadas como
adjuvantes em vacinas e/ou associadas a farmacos convencionais.
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Acido galico e &cido elagico: Promissores adjuvantes a Anfotericina B
convencional para o tratamento da leishmaniose

RESUMO

Neste estudo demonstramos o potencial efeito de associagéo de anfotericina B (Anf B)
convencional e &cido galico (AG) ou acido elagico (AE) em formulacdo tdpica de Gel de
Polaxamer 407® para tratamento topico da leishmaniose cutdnea em camundongos
BALB/c. O AG e o0 AE sdo dois compostos naturais anteriormente estudados por nosso
grupo cuja acdo antileishmania e potencial ativador de macréfagos ja foi reportada. Foram
realizados testes de estabilidade preliminar e cinética de liberacdo in vitro dos farmacos
nas formulacdes de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE na composicdo e
tratamento in vivo de camundongos BALB/c infectados por L. major. Passados 40 dias
da infecgdo, os animais foram divididos em 6 grupos, tratados 2x/dia, durante 21 dias
com os géis de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE e 0 grupo controle negativo
tratado com o veiculo (polaxamer 407®). Os animais foram avaliados clinicamente
mensurando-se o tamanho das lesGes 1x/semana. Ao término do tratamento e apés 14
dias, os animais foram eutanasiados para avaliacdo ex vivo quanto a reducdo da carga
parasitaria no local da leséo, analise histopatoldgica e ativacdo de resposta imune celular,
com a retirada de macrofagos peritoneais para avaliar sua ativagdo por capacidade
fagocitica, atividade lisossomal, quantificacao de nitrito e calcio intracelular. Também foi
realizado a infecgdo in vitro dos macrofagos peritoneais para avaliar o numero de
amastigotas sobreviventes e o percentual de macrofagos infectados, bem como avaliagédo
da toxicidade hepética e renal através da dosagem sérica das enzimas ALT, UR e CR. As
formulacGes ndo apresentaram alteracdes no teor dos farmacos para o estresse térmico e
discretas alteragcdes nos outros parametros. A formulagdo com AG apresentou a maior
porcentagem liberada, seguido de AE e das formula¢6es combinadas de Anf B + AG e de
Anf B + AE. Houve efeito de associagdo entre Anf B e AG e Anf B e AE em todos 0s
ensaios realizados. Nos animais que receberam tratamento houve reducdo do tamanho da
lesdo e reducdo da carga parasitaria. Observou-se na analise histopatolégica dos
tratamentos com AG, AE e Anf B associada, lesdo circunscrita com presenca de
fibroblastos, tecido de granulacdo e deposicdo de colageno, além da presenca de
macrofagos ativados e eosinofilos. As formulagdes contendo AG e AE ativaram
macréfagos em todos os parametros avaliados, bem como reduziram a quantidade de
macrofagos infectados e o nimero de amastigotas por macrofago, resultando, portanto,
em ativacdo de células da resposta imune inata, 0 que pode gerar cura e protecdo. Nao
foram detectados sinais de toxicidade renal e hepéatica. O AG e AE produziram efeito de
associacdo com a Anf B, o que os torna promissores em conjunto com Anf B
convencional no tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Produtos naturais, compostos fendlicos, ativacdo de macrofagos,
associacéo de drogas, gel.
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ABSTRACT

In this study we demonstrated the potential association effect of conventional
amphotericin B (Anf B) and gallic acid (GA) or ellagic acid (EA) on topical formulation
of Polaxamer 407® Gel for topical treatment of cutaneous leishmaniasis in BALB / ¢
mice. GA and EA are two natural compounds previously studied by our group whose
antileishmania action and macrophage activator potential has already been reported.
Preliminary stability and kinetics of in vitro release of the drugs in the formulations of
Anf B, GA, Anf B + GA, EA and Anf B + EA in the composition and in vivo treatment
of L. major BALB / ¢ mice were performed. After 40 days of infection, the animals were
divided into 6 groups, treated 2x / day for 21 days with the gels of Anf B, GA, Anf B +
GA, EA and Anf B + EA and the negative control group treated with vehicle (polaxamer
407®). The animals were evaluated clinically by measuring the lesion size 1x / week. At
the end of treatment and after 14 days, the animals were euthanized for ex vivo evaluation
to reduce the parasite load at the lesion site, histopathological analysis and activation of
cellular immune response, with the removal of peritoneal macrophages to evaluate their
activation by phagocytic capacity, lysosomal activity, quantification of nitrite and
intracellular calcium. In vitro infection of peritoneal macrophages was also performed to
evaluate the number of surviving amastigotes and the percentage of infected
macrophages, as well as the evaluation of liver and renal toxicity by serum ALT, UR and
CR. The formulations showed no changes in the drug content for thermal stress and slight
changes in the other parameters. The formulation with GA presented the highest
percentage released, followed by AE and the combined formulations of Anf B + GA and
Anf B + EA. There was an association effect between Anf B and AG and Anf B and AE
in all the tests performed. In the animals that received treatment there was reduction of
the size of the lesion and reduction of the parasitic load. In the histopathological analysis
of the treatments with GA, EA and associated Anf B, circumscribed lesion with presence
of fibroblasts, granulation tissue and collagen deposition, in addition to the presence of
activated macrophages and eosinophils. The formulations containing GA and EA
activated macrophages in all evaluated parameters, as well as reduced the amount of
infected macrophages and the number of amastigotes by macrophage, resulting, therefore,
in the activation of cells of the innate immune response, which can generate healing and
protection . No signs of renal and hepatic toxicity were detected. GA and EA produced a
synergistic effect with Anf B, which makes them promising adjuncts in association with
conventional Anf B in the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Key words: Natural products, phenolic compounds, macrophage activation, drug
association, gel.



60

INTRODUCAO
As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por protozoarios do género

Leishmania, pertencentes ao grupo de doencas tropicais negligenciadas [1]. Endémica em
98 paises, a doenca acomete 12 milhdes de pessoas em todo o mundo e o tamanho da
populacdo em risco é de 350 milhdes. Estima-se que 1,5 milhdes de novos casos surgem

a cada ano [1-3]

Amplamente distribuida, a doenca atinge o Oriente Médio, Africa e parte das
Ameéricas. A infeccdo se da através do repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos,
que vivem em areas florestais, cavernas, tocas de roedores e também em é&reas
peridomiciliares [4,5] Dentre as formas de manifestacdo clinica (cutanea, mucocutanea e
visceral), a forma cuténea é responsavel por causar deformidades fisicas nos pacientes,
sendo a Leishmania major uma das principais espécies responsaveis por esse dissabor [5-
7]. Devido a falta de uma vacina eficaz e as medidas de controle limitadas, o tratamento

quimioterapico ainda é a principal forma de combate a doenca [8].

Os medicamentos usados no tratamento sdo limitados, onerosos e possuem uma
gama de efeitos colaterais, 0 que limita seu uso em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento [2,8,9]. Produtos naturais tém sido amplamente investigados na
descoberta de novos bioativos antileishmania, que venham a possuir tanto atividade
contra o parasita quanto capacidade de atuar em sinergismo com a resposta imune do
hospedeiro. Portanto, a medicina natural e tradicional podem fornecer importantes
alternativas de tratamento para a leishmaniose [10-14].

Acido galico (AG) e 4cido elagico (AE) sdo dois compostos naturais derivado do
metabolismo secundario de plantas, cujo potencial antileishmania e imunomodulador
dessas moléculas foi anteriormente estudado por nosso grupo [15]. Dentre os varios
farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose, a Anfotericina B (Anf B) é um
antibidtico poliénico e considerado padrdo-ouro no tratamento contra leishmaniose [16-
18]. A atividade seletiva desta droga contra parasitas de Leishmania é devida a sua alta
afinidade por esterdis 24-substituidos, que sdo predominantes na membrana plasmatica
desses microorganismos, em comparagdo ao colesterol presente na membrana das células
dos mamiferos [19,20]. No entanto, o uso de Anf B foi limitado por seus efeitos colaterais
toxicos, em especial, cardio e nefrotoxicidade, além de provocar mialgia, artralgia,
anorexia, febre e urticaria; bem como toxicidade hepatica, esplénica e renal, revelada por

exames laboratoriais anormais, como uréia, creatinina, enzimas aspartato
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aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) [9,21,22]. O desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de Anf B em formulac@es lipidicas reduziu sua toxicidade, e
essas novas tecnologias foram melhor explorados contra a doenga [23].

A descoberta de drogas é um processo caro que requer uma media de 10 a 20 anos,
além de um investimento de mais de US $ 1,0 bilh&o antes que um novo composto, com
atividade contra um alvo especifico, possa ser liberada para o uso clinico [24]. Como
consequéncia, sistemas de liberacdo que transportam medicamentos convencionais
podem melhorar a eficacia destes compostos e, conseguinte, reduzir seus efeitos adversos
[25]. Concomitantemente a esses sistemas, a combinacgéo entre drogas pode proporcionar
potencial sinergismo e sucesso terapéutico no enfrentamento dessa doenca, sendo uma
das abordagens mais promissoras para 0 desenvolvimento de novas formulagdes
antileishmania [26,27].

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico de
formulagdes topicas de Anf B, AG, AE e o efeito terapéutico e imunomodulador da
associacdo de Anf B + AG e Anf B + AE veiculadas em gel de Polaxamer 407®, utilizando

camundongos BALB/c como modelo experimental [17,28].

MATERIAL E METODOS

Substancias utilizadas
Meio de cultura Schneider’s, meio RPMI, Soro fetal bovino (SFB) e os

antibidticos Penicilina e Estreptomicina foram adquiridos da Sigma Chemical (Sigma-
Aldrich Brasil). Acido Gélico (AG), Acido Elagico (AE) foram adquiridos da Alfa Aesar
(Brasil). O FLUO-3-AM foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). O antibidtico
Anfotericina B e 0s anestésicos Tiopental e Lidocaina, foi adquiridos da Cristalia (Sao
Paulo, SP). O Polaxamer 407® e o propilenoglicol foram obtidos da ChemSpecs e

Dinamica, respectivamente.

Preparo e estabilidade preliminar de gel tépico de Anf B, AG, Anf B + AG,
AEe AnfB+AE
Para a obtencdo do gel de Anf B, AG, AG + Anf B, AE e AE + Anf B o Polaxamer

407® foi hidratado sob refrigeracdo por 24 horas (over night). Na sequéncia, os farmacos
foram incorporados por levigacdo com propilenoglicol (aprox. 20%). Ap6s 24 horas do
preparo das formulagdes, observou-se macroscopicamente a homogeneizagdo e

estabilizacdo das formulagBes [29,30]. Utilizou-se a concentracdo de 3% para a
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formulacdo de Anf B, AG e AE [31]; para as formulac6es de Anf B + AG ou Anf B + AE
essa concentragédo foi reduzida para 1,5% de cada composto no intuito de se avaliar o
efeito da associacao.

O estudo de estabilidade preliminar foi realizado por meio da analise dos seguintes
parametros: caracteristicas organolépticas, pH, condutividade elétrica e teor. Na anélise
organoléptica das formulagdes, foram observados o seu aspecto, cor, homogeneidade e
processos de instabilidade como separacdo de fase. Os parametros foram analisados no
inicio dos estudos (TO) e logo em seguida aos testes de estresse térmico e ciclo gelo-
degelo.

As amostras para o estresse térmico foram submetidas as temperaturas no
intervalo entre 40-80°C, com progresséo de elevagédo de 10°C/30minutos em banho-maria
termostatizado (Nova ética, Brasil). As formulacGes foram avaliadas ao término do
periodo de 80°C, apds as preparagdes retornarem a temperatura ambiente (25 + 2 °C). As
preparacdes para o ciclo gelo-degelo foram submetidas a —5°C+2°C em refrigerador
(Electrolux, Brasil), por 24h, e 50°C = 2°C, por 24h, em estufa (Icamo, Brasil),
completando um ciclo. Ao final de 12 dias (6 ciclos), as formula¢des foram analisadas
apos retornarem a temperatura ambiente (25°C) [32]

Cinética de liberacao in vitro de gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e

Anf B + AE
O estudo foi conduzido utilizando-se membranas de acetato de celulose em células

de difusdo tipo Franz com é&rea difusional de 1,77 cm? e volume de + 15 mL. O
compartimento receptor foi preenchido com tampéo fosfato pH 7,4 associado a 20% de
EtOH num sistema composto por células individuais (32 £ 0,5 °C, 100 rpm). Aplicou-se
200 mg de formulacdo no compartimento receptor diretamente sobre a membrana. As
amostras da solucéo receptora foram coletadas nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6 h. As leituras
das aliquotas coletadas foram realizadas em UV/Vis A=266,6 nm para AG, 363,4 nm para
AE e 405,4 nm para Anf B. O volume total da fase receptora foi substituido a cada
amostragem para reposi¢cdo do meio e manutencdo das condicdes sink [32]

Parasitas e animais
Utilizou-se camundongos fémeas da espécie Mus musculus linhagem BALBI/c,

com idade de 6 a 8 semanas e peso entre 20 e 25 gramas, alocados no biotério setorial
localizado no Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram mantidos sob condigdes de controle

de temperatura a 25 + 1°C e ciclo claro-escuro de 12 horas com agua e racédo ad libitum.



63

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio com
Animais da UFPI (CEEA/UFPI 265/16).

A Leishmania major MHOM/IL/80/Friedlin, foi obtida no Nucleo de Pesquisa em
Plantas Medicinais — NPPM-UFPI, mantidas por sucessivas passagens em camundongos
BALB/c e replicadas em frascos de cultivo celular com meio de cultura de Schneider’s
(Sigma Chemical Co, St Louis, USA) inativado e solucdo de penicilina/estreptomicina
(10.000 UI/mL e 50 pg/mL de estreptomicina Sigma Chemical Co, St Louis, USA) e
mantidas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 26 + 1°C [33,34]

Infeccdo dos camundongos BALB/c por L. major e tratamento com os géis topicos
Os animais foram tricotomizados na regido da base da cauda e infectados com

formas promastigotas de L. major na fase estacionaria de crescimento, onde
predominavam as formas metaciclicas infectantes. O in6culo foi preparado diluindo-se
os parasitas em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%) na quantidade de 1x10° leishmanias /
animal num volume de 50 pL.

Decorridos 40 dias apoés a infeccdo, observou-se o inicio do desenvolvimento das
lesbes leishmaniotica, nodulares ou ulcerativas, no sitio de inoculo. Os animais foram
entdo divididos em seis grupos (n=8) de acordo com o tratamento a serem submetidos:
grupo controle (grupo placebo, tratado com gel de Polaxamer® vazio), grupo Anf B 3%;
grupo AG 3%; grupo Anf B 1,5% + AG 1,5%; grupo AE 3%; grupo Anf B 1,5% + AE
1,5% em gel de Polaxamer®.

Os animais foram tratados apos esse periodo, duas vezes ao dia, durante vinte e
um dias, com 50 pL da formulagdo topica em cada aplicagdo indicada para cada grupo,
utilizando-se um micropipetador automatico. O volume aplicado foi suficiente para cobrir
toda a area da lesdo ulcerativa no inicio do tratamento.

A eutandsia para coleta de material biol6gico e avaliacdo dos ensaios ex vivo foi
realizada em duas etapas (fig. 01): A primeira foi seguida apos o término do tratamento,
a segunda 14 dias ap0s o término do tratamento.
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Figura 01: Esquema metodoldgico desse estudo. Apos a infeccdo os animais foram divididos em seus
respectivos grupos e receberam tratamento tdpico 2x/dia, durante 21 dias. Foram realizadas 2 eutanésias para

avaliagdo dos resultados, a primeira imediatamente apds o tratamento e a segunda 14 dias apds o tratamento.

Para eutanasia, os animais receberam sobredose de Tiopental (150mg/kg) e
Lidocaina (10mg/kg) por via intraperitoneal. Ap6s observar a perda de reflexo de
endireitamento, foi coletado amostra sangue do animal por via intracardiaca. O sangue
foi destinado para avaliagdo do hematdcrito e parametros bioquimicos. Em seguida,
foram retirados fragmentos de pele da carga parasitaria e exame histopatoldgico. também
foram retirados macréfagos da cavidade peritoneal para realizacdo dos testes de ativacao
de macrofagos: Capacidade fagococitica, atividade lisossomal, sintese de nitrito,
quantificacdo de célcio intracelular, bem como infeccdo in vitro por L. major para
avaliagdo do numero de macréfagos infectados e quantificacdo de amastigotas

sobreviventes no interior dessas células.

Avaliacgdo clinica dos camundongos BALB/c infectados por L. major e tratados com
gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AEe AnfB + AE
Mensurou-se o peso dos animais durante e apos tratamento. Os animais foram

acompanhados por um Médico Veterinario antes, durante e ap0s o tratamento por meio
da observacdo diaria das lesdes e mensuracdo semanal do didmetro da lesdo
ulcerativa/nddulo com um paquimetro (Messen®). Como parametro, foi tomado o
diametro entre as bordas externas da Ulcera no sentido perpendicular a linha dorsal e o
didmetro, entre as bordas externas, do eixo vertical coincidente a linha dorsal da les&o no
animal. Ap0s a realizacdo das duas medidas, calculou-se a média do diametro.

Ao término do tratamento, 0s animais continuaram a ser acompanhados por um
periodo de 14 dias tendo suas lesGes mensuradas semanalmente para verificar possiveis

alteracdes das mesmas.

Avaliacdo da carga parasitaria

Fragmentos de pele da lesdo leishmaniotica foram pesados e acrescentadas em
meio Schneider’s suplementado na proporcdo de 100 mg de tecido em 1000 ul. Apds,
foram triturados e centrifugados a 1500 RPM a 4°C durante 10 minutos. Retirou-se 20 pl
do sobrenadante e diluiu-se em 180 ul de meio Schneider’s suplementado para se obter a
ordem logaritmica de 102 e, a partir desta, foram realizadas dilui¢Ges seriadas sucessivas

em placa de cultivo de 96 pocos, em duplicatas, conservando-se a mesma ordem de
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grandeza, iniciando-se na diluigdo de 102 e chegando a 1071%. Em seguida, as placas foram
incubadas a 26°C e ap06s cinco dias de cultivo, a presenca ou ndo de formas promastigotas
foram observadas em microscépio Optico, em avaliacdo diéria durante o periodo de 14
dias [28].

Analise histopatoldgica

As amostras de pele da lesdo leishmaniotica foram fixadas em formaldeido
tamponado a 10% e mantidos por um periodo minimo de 48h.

Apos a fixagao dos fragmentos, as amostras foram conduzidas a rotina histologica
habitual para posterior analise por microscopia de luz, que constitui nos processos de
desidratacdo, clarificacdo, inclusdo em parafina, emblocagem e microtomia. Apds, com a
utilizagdo de micrétomo manual (Leica RM2235®) cortes de 4,0 pum foram
confeccionados e aderidos em laminas de vidro e, posteriormente, submetidos ao
processo de diafanizacao (desparafinizacdo) e reidratacdo em séries de xilol e alcool, e

corados com Hematoxilina-Eosina [35].

Avaliacdo dos parametros de ativacdo de macrofagos

Preparo de solucbes
A solucdo estogue de corante vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)

foi preparada pela solubiliza¢do de 0,002 g do corante em 1 mL de DMSO. A solugéo de
extracdo utilizada para avaliacao da capacidade fagocitica e atividade lisossomal constitui-
se de acido acético glacial 96% (1% v/v) e etanol PA (50% v/v) dissolvidos em agua
bidestilada. O zimosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) para 0s ensaios de capacidade
fagocitica foi obtido pela diluicdo de 0,3 mL da solucéo estoque de vermelho neutro e 0,02
g de zimosan em 3 mL de PBS, ja o fixador utilizado foi o de Baker formol-célcio
constituido por formaldeido 4% (v/v), cloreto de sddio 2% (p/v) e acetato de célcio 1%

(p/v) em agua destilada [36]

Determinacéo da capacidade fagocitica
Macrofagos peritoneais oriundos de animais normais e que foram infectados por

L. major e tratados com as formulagdes topicas previamente descritas foram plaqueados,
diluidos em meio RPMI suplementado na quantidade de 2 x 10° por pogo em triplicata,
numa placa de 96 pogos e incubados em estufa a 37 °C e a 5% de CO., durante 4h para
total aderéncia das células. Apos esse periodo, removeu-se 0 sobrenadante e acrescentou-
se 100 uL de RPMI e incubou-se novamente as placas nas mesmas condi¢fes Overnight.
Passado esse periodo, acrescentou-se 10 uL de solug@o de zimosan corado e incubou-se

por 30 min a 37 °C. Apos este procedimento, foram adicionados 100 pL de fixador de



66

Baker para interromper o processo de fagocitose e, 30 min depois, a placa foi lavada com
salina 0,9 % a fim de remover o zimosan e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos
macréfagos. Removeu-se 0 sobrenadante, e adicionou-se 100 uL de solugdo de extragdo
e, apos solubilizacdo em agitador de Kline, as absorbancias foram lidas no leitor de placas
Biotek (ELx800) a 550 nm [36].

Avaliacdo da atividade lisossomal
Macrofagos peritoneais oriundos de animais normais e que foram infectados por

L. major e tratados com as formulacgdes topicas previamente descritas foram plaqueados,
diluidos em meio RPMI suplementado na quantidade de 2 x 10° por pogo em triplicata,
numa placa de 96 pogos e incubados em estufa a 37 °C e a 5% de CO., durante 4h para
total aderéncia das células. Apds esse periodo, removeu-se 0 sobrenadante e acrescentou-
se 100 uL de RPMI e incubou-se novamente as placas nas mesmas condi¢des Overnight.
Ap0s, acrescentou-se 10 uL de solugdo de vermelho neutro a 2% de DMSO e incubou-se
por 30 min. Transcorrido esse tempo, 0 sobrenadante foi descartado, os pocos foram
lavados com salina 0,9% a 37 °C e adicionou-se 100 pL de solugdo de extra¢do para
solubilizar o vermelho neutro presente no interior das vesiculas de secre¢do lisossomais.
Apds 30 min em agitador de Kline, as absorbancias foram lidas no leitor de placas Biotek
(ELx800) a 550 nm Biotek (ELx800) a 550 nm. [37]

Quantificacao de nitrito
Macroéfagos peritoneais oriundos de animais normais e que foram infectados por

L. major e tratados com as formulacdes topicas previamente descritas foram plaqueados,
diluidos em meio RPMI suplementado na quantidade de 2 x 10° por pogo em triplicata,
numa placa de 96 pogos e incubados em estufa a 37 °C e a 5% de CO., durante 4h para
total aderéncia das células. Apds esse periodo, removeu-se o sobrenadante e acrescentou-
se 100 uL de RPMI e incubou-se novamente as placas nas mesmas condi¢des Overnight.
Transcorrido esse tempo, transferiu-se os sobrenadantes do cultivo celular para outra
placa de 96 pogos para a dosagem de nitrito. A curva-padréo foi preparada com nitrito de
sodio em meio RPMI a concentracdes variadas de 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 150 uM
diluidos em meio RPMI. No momento da dosagem misturou-se partes iguais das amostras
(sobrenadantes) ou das solugdes preparadas para obtencéo da curva-padrédo com o mesmo
volume do reagente de Griess (1% Sulfanilamida em H3PO4 10% (v:v) em agua Milli-
Q®, adicionados em partes iguais a 0,1% naftilenodiamino em agua Milli-Q®) e fez-se a
leitura das absorbancias em leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm, o resultado foi

plotado nas concentracOes de nitrito em pM. [38].
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Quantificacao de calcio citosolico

Macrdfagos peritoneais oriundos de animais normais e que foram infectados por
L. major e tratados com as formulagdes topicas previamente descritas foram plaqueados,
diluidos em meio RPMI suplementado na quantidade de 2 x 10° por pogo em triplicata,
numa placa de microscopia confocal e incubados em estufa a 37 °C e a 5% de COo,
durante 4h para total aderéncia das células. ApoOs esse periodo, removeu-se o
sobrenadante e acrescentou-se 100 uL. de RPMI e incubou-se novamente as placas nas
mesmas condi¢bes Overnight. Apds esse periodo acrescentou-se o marcador de célcio
FLUO-3-AM na concentracdo de 10 uM e incubou-se novamente por 30 minutos. Em
seguida, removeu-se todo o sobrenadante e acrescentou-se meio HBSS com calcio e
procedeu-se a analise em microscopio confocal de fluorescéncia Disk Scanning unit
(DSU) de epifluorescéncia (modelo 1X81, Olympus, Japdo) acoplado a uma camera
Charge-Coupled Devide (CCD) de alta velocidade (Hamamatsu, Japao). Para a avaliacdo
dos niveis de Ca?* citoplasmatico em macrofagos, foram utilizados filtros de excitagdo
(340/380nm), e a fluorescéncia emitida (525 nm) quantificada por software (Cell"R,
Olympus, Japdo).

A concentracdo de célcio citosolico ([Ca2*] i) foi estimada pela aplicacdo da
equacdo [Ca2™] i = Kd * (F-Fmin) / (Fmax-F), onde Kd ¢ a constante de dissociacdo de
Fluo-3 (450 nM), F é a intensidade de fluorescéncia variavel, Fmax e Fmin sdo,
respectivamente, a fluorescéncia maxima e minima obtida na presenca de ionomicina (5
HUM) ou EGTA (20 mM) [39]. Dados de imagem de célcio, foram representativos para

dois experimentos independentes de analise de célula Unica em duplicata.

Avaliacdo da porcentagem de macrdéfagos infectados por formas promastigotas de
L. major e indice de sobrevivéncia de amastigotas internalizadas em macrdfagos
oriundos de camundongos BALB/c néo infectados e camundongos tratados com os
géis topicos

Macrofagos peritoneais oriundos de animais normais e que foram infectados por
L. major e tratados com as formulagdes topicas previamente descritas foram plaqueados,
diluidos em meio RPMI suplementado na quantidade de 2 x 10° por pogo em triplicata,
numa placa de 24 pogos contendo uma laminulas circular de 13mm de didmetro e
incubados em estufa a 37 °C e a 5% de CO>, durante 4h para total aderéncia das células.
Apols esse periodo, removeu-se 0 sobrenadante e acrescentou-se 500 puL de RPMI

contendo 2 x 10° e incubou-se novamente as placas nas mesmas condicdes Overnight.
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Passado esse periodo, 0 meio foi subsequentemente aspirado para remover parasitas nao
internalizados e lavou-se a placa 2x com solucdo salina (NaCl 0,9%). Em seguida as
laminulas foram removidas e coradas utilizando o pandtico rapido®. Para cada tratamento,
contou-se 0 numero de macrofagos infectados e a quantidade de amastigotas
sobreviventes no interior de cada célula, percorrendo os campos das amostras até atingir
a contagem de 100 macréfagos, utilizando microscopia optica com aumento de 1000x
[10].

Avaliacdo da toxicidade in vivo do tratamento com gel topico de Anf B, AG, Anf B
+ AG, AE e Anf B + AE em camundongos BALB/c infectados experimentalmente
por L. major.

Hematdcrito

Tubos capilares contendo sangue total oriundo de animais normais e que foram
infectados por L. major e tratados com as formulagdes topicas previamente descritas,
foram centrifugados a 3.000 RPM, durante 5 minutos e o valor do hematocrito foi
quantificado em escala milimétrica de percentual, por meio da régua de hematdcrito.
Parametros bioquimicos de fungdo hepética e renal

A funcdo hepatica em amostras de soro foi analisada por dosagem enzimamatica
de ALT, enquanto que a nefrotoxicidade foi avaliados pelos niveis de azoto ureico no
sangue (UR) e niveis séricos creatinina (CR), utilizando Kits comerciais (Labtest

Diagnostica®). Como controle, soros de camundongos normais foram utilizados.

Anélises estatisticas

Anélise de variancia (ANOVA) e teste de t-student foi realizado para a avaliagdo
da estabilidade preliminar das formulagdes. O teste de Kruskall-wallis foi realizado para
comparacdo da evolucéo clinica entre os grupos. Foi realizado ANOVA e pos-teste de
Bonferroni usado para comparagdes entre 0S grupos nos ensaios ex vivo, sendo cada

estudo feito em triplicata. Diferencas foram considerado significativo quando P <0,05.

RESULTADOS
Preparo e estabilidade preliminar de gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e
Anf B + AE

A tabela 1 apresenta os resultados da avaliagdo da estabilidade preliminar das
formulacBes testadas quanto ao Teor (%), pH, Condutividade e caracteristicas
organolépticas no tempo TO, apds o estresse térmico e pos ciclo gelo-degelo.
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Observando-se o0 Teor no tempo TO e pds estresse, podemos observar que todas
as formulagdes apresentaram-se dentro do limite aceitavel (90 a 110%) para formulagdes
semissdlidas [32]. No entanto, houve uma reducdo para 62,78% do teor na formulagéo de
Anf B pos ciclo gelo-degelo. Quanto ao pH observa-se que as formulag¢des tinham pH
compativel com o da pele, no entanto a formulagdo de Anf B e Anf B + AE apresentaram-
se dentro do limite estabelecido para formulagbes de permanéncia prolongada na pele,
limite este, entre 4 e 7 [40].

A determinacdo da condutividade é uma tentativa de classificar o tipo de
formulacédo baseado na distribuicdo de fases, permitindo a determinacéo da condutividade
de dominios polares ou apolares. No tempo TO, um aumento da condutividade foi
observado nas formulagdes combinadas de Anf B + AG e Anf B + AE. Isso pode ocorrer
devido a incorporacdo de acidos a formulagéo.

Ap0s o estresse térmico e ciclo gelo-degelo observou-se um discreto aumento do
pH, condutividade e uma modificacdo das caracteristicas organolépticas em todas as
formulagoes.

Tabela 1. Avaliacdo da estabilidade preliminar de gel topico de Anf B, AG, Anf B +
AG, AE e AnfB + AE.

Formulacéo Teor (%) pH Condutividade Caracteristicas
(1S/cm) organolépticas
Tempo O
Anf B 90,89+2,92 5,02+0,01 142,8+4,75 Normal
AG 108,15+0,99 3,3310,02 146,57+0,58 Normal
AnfB + AG 109,49+5,61/91,48+1,11 3,66+0,01 228,87+0,45 Normal
AE 94,01+3,32 3,76+0,03 4269,67+9,50 Normal
Anf B + AE 108,71+5,55/90,76+2,92 4,60+0,01 2753,33+15,28 Normal
Po6s estresse térmico
AnfB 90,31+3,87 5,11+0,01™" 254,00+3,46™" Lev. Modificado
AG 102,77+3,34 3,44+0,01™" 149,70+1,11" Lev. Modificado
AnfB + AG 107,58+3,48 / 90,80+1,67 3,89+0,01™" 222,73+0,12™" Lev. Modificado
AE 96,61+7,89 4,01+0,02 4263,3345,77 Lev. Modificado

AnfB + AE 99,45+3,69 / 91,69+1,07 4,82+0,01™ 2856,67+57,74" Lev. Modificado
Pos ciclo gelo-degelo

Anf B 62,78+3,12*** 4,97+0,05 214,4042,617" Lev. modificado
AG 97,14+1,73™ 3,48+0,03™ 154,20+0,61™" Lev. modificado
AnfB + AG 104,02+3,11/ 82,05+3,63™*  3,87+0,03" 232,57+0,55" Lev. modificado
AE 90,86+2,92 4,03+0,02™" 4316,67+5,77" Lev. modificado

Anf B + AE 107,38+1,66/ 79,76+2,00™  4,95+0,04™" 2906,67+5,77"" Lev. modificado

Considerou-se diferenca estatistica significativa com P > 0,05 no Teste t de student.

Perfis de liberac&o in vitro de gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e AnfB +
AE
As formulagOes apresentaram o0s seguintes dados de quantidade liberada

acumulada (ug/mL) e % liberada: Anf B - 80,77+£2,35 ou 2,38% ; AG - 2547,01+125,58
ou 73,80%; AE - 1511,95+230,08 ou 63,13% (Fig. 02A) e a associa¢do de Anf B + AG
- 70,18+2,34 ; 1180,65+136,74 ou 4,05% ; 68,23% ; Anf B + AE - 94,06+£13,98 ;
1245,69+166,08 ou 5,41% ; 71,75 respectivamente (Fig. 02B). O AG apresentou maior
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quantidade liberada, seguido do AE e por ultimo a Anf B em 6 horas. As formulacfes em
associacdo apresentaram uma excelente capacidade de liberar de AG e AE e ajudaram
também a aumentar a liberacdo de Anf B devido a sua baixa solubilidade aquosa. Dessa
forma, as formulacGes tem potencial para aplicacdo tdpica para tratamento da

leishmaniose cutanea.
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Figura 02. perfis de liberacéo in vitro de gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE. As formulagdes
de Anf B, AG e AE liberaram respectivamente: 2,38%; 73,80%; 63,13% (A). Em associacdo com AG e AE a Anf B
teve um discreto aumento da quantidade liberada correspondendo a 4,05% e 5,41% respectivamente (B).

Atividade antileishmania de gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e AnfB +
AE
Nos 40 dias ap6s a infeccdo dos BALB/c por L.major, periodo este que antecedeu

0 inicio do tratamento, todos 0s grupos apresentavam uniformidade no desenvolvimento
clinico da doenca. A partir deste periodo, observou-se nos animais que receberam
tratamento tépico de gel de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE durante 21 dias
consecutivos, retardo no avanco da lesdo leishmaniotica e/ou melhora clinica significativa
da doenca. Esse efeito perdurou até o final do experimento, que foi de 14 dias ap6s o

término do tratamento de 21 dias (Fig 03).
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Avaliacao ex vivo
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Figura 03: Avaliagdo do tamanho da lesdo dos camudongos BALB/c infectados por L. major e tratados com géis
topicos. Ap6s 40 dias de infecgdo, os animais foram tratados b.i.d durante 21 dias. Observou-se uma reducéo das lesdes
nos animais que receberam tratamento topico com gel de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE.

Os grupos que receberam tratamento com Anf B + AG e Anf B + AE, tiveram
resultados semelhantes com Anf B, AG e AE, mesmo com a reducdo da concentracao
desses farmacos nas formulagdes, o que indica um possivel efeito de associacdo entre

esses farmacos.

Ao se avaliar a carga parasitaria dos camundongos BALB/c, foi observado uma
reducao significativa, em escala logaritimica, de parasitos recuperados do sitio da lesdo,
dos animais que receberam tratamento tépico de gel de Anf-B, AG, Anf B + AG, AE e
Anf B + AE (fig. 04). Em porcentagem, esses valores representam 74%; 77,7%; 85,1%;
81,4% e 85,1%, respectivamente. Observou-se ainda que esses valores permaneceram
reduzidos (51,4%; 68,5%; 82,8%; 77,1% e 85,7% respectivamente) mesmo apos 14 dias
do término do experimento, sugerindo efeito protetor do acido galico e do &cido elagico
utilizados nos Geis topicos, possivelmente por ativar a resposta imune. Para o gel de Anf
B foi observado uma maior elevacdo da carga parasitaria quando se finalizou o
tratamento, comparado aos outros grupos tratados. As formulagdes da associagdo de Anf
B e os adjuvantes AG ou AE, mesmo com a reducdo da concentragdo de cada principio
ativo, foi notoria a reducéo da carga durante o periodo de tratamento, demonstrando assim

potencial efeito de associacéo entre Anf B e 0 GA e 0 EA.
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Figura 04: Numero em escala Log10 de parasitas recuperados na lesdo leishmaniotica por L. major. Apés 40 dias
de infec¢do, os animais foram tratados duas vezes ao dia durante 21 dias.. Observou-se uma reducéo das lesdes nos
animais que receberam tratamento tdpico com gel de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE durante e apds o
tratamento

No momento da avaliacdo ex vivo, realizou-se imprinting de fragmentos de pele
retiradas da lesdo leishmaniotica e observou-se a morfologia dos macréfagos de acordo
com Alves et al 2017. Foi observado macré6fagos bastante espraiados, com aspecto
fusiforme e esfumeados, somente daqueles animais que receberam tratamento com AG e
AE como também com os grupos Anf B + AG, AE e Anf B + AE, mesmo com reducéo
do principio ativo. Tais caracteristicas descrevem que essas células estavam ativadas e,
uma vez estando ativadas por acdo dos farmacos, foram capazes de reduzir a infec¢cdo
(Fig 05). No grupo controle e Anf B, foi observado macrofagos com grande quantidade

de formas amastigotas, sem espraiamento e com grandes vacuolos parasitofagos.



Figura 05: Macrofagos observados através de imprinting da leséo leishmaniética em camundongos BALB/c apds o tratamento com gel de Anf B. AG, Anf B + AG, AE e AnfB + AE. As
setas pretas indicam as formas amastigotas do parasita internalizadas nos macréfagos, as setas vermelhas indicam os vacuolos parasitéfagos. Observa-se nos grupos GA, Anf,B + AG EA, AnfB +
AE macréfagos espraiados e esfumeados, indicando que eles uma vez estando ativados por estimulo dos farmacos, sdo capazes de resolver a infecgéo.
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Analise histopatoldgica de amostras de lesdo cutanea leishmanidtica causada por L.
major de camundongos BALB/c tratados com gel topico de Anf B, AG, Anf B +
AG, AE e Anf B + AE

As caracteristicas histopatoldgicas da pele observadas foram semelhantes para as
andlises realizadas durante e ap0s o tratamento. Os animais do grupo controle
apresentaram lesdo difusa abrangendo derme profunda e superficial, com areas de
necrose, presenca de infeccdo bacteriana secundaria, ulceracdes, sem sinais de fibrose
nem presenca de tecido de granulacdo, degeneracdo de fibras musculares e macréfagos
com grandes vacuolos parasitofagos repletos de leishmania em &rea de dermatite de
interface (Figura 06A). Os animais tratados com gel de Anf B apresentaram areas de
necrose, Ulcera, dermatite de interface, e a presenca de macrofagos nao ativados com
grandes vacuolos parasitofagos repletos de leishmania e pustula intraepidérmica (Figura
06B). Nos animais tratados com gel de AG observou-se presenca difusa de eosinofilos, e
proliferacdo de fibroblastos no tecido de granulacdo, além de area circunscrita de
dermatite perivascular com macrofagos ativados, esfumeados e espraiados (Figura 06C).
Para os animais tratados com gel de Anf B + AG observou-se area focal de acontose,
paniculite e dermatite difusa com macrofagos ativados, esfumeados e espraiados,
intercalada com tecido de granulagdo nodular inimeros vasos neoformados, proliferacdo
de fibroblastos e deposicéo de fibras colagenas (Figura 06D). Os animais tratados com
gel de AE apresentaram lesdes multifocais na derme profunda (dermatite multifocal), com
presenca de eosindfilos e pequenos debris eosinofilicos brilhantes (figura em chama),
bem como infiltrado inflamat6rio mononuclear difuso com macréfagos ativados,
esfumeados e espraiados presentes no tecido de granulacdo pouco maduro (Figura 06E).
Por fim, os animais que receberam tratamento com gel de Anf B + AE apresentaram area
de lesdo circunscrita (dermatite perivascular), intercalada com tecido de granulagéo
pouco maduro, com presenca de macrofagos ativados, esfumeados e espraiados, além da

presenca de eosinofilos, calcificacdo focal do tecido conjuntivo (Figura O6F).
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Figura 06: Fotomicrografias de lesdo cuténea leishmanidtica causada por L. major em camundongos BALB/c
apoés tratamento com gel tépico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE. Observou-se grande area de necrose
epidérmica, infiltrado inflamatdrio misto difuso por toda a derme (+), dermatite de interface devido a presenca de
grande nimero de formas amastigotas na derme papilar (=), ulceracéo e necrose (*) nos animais do grupo controle (A).
Nos animais que receberam tratamento com gel de Anf B (B) observou-se area de necrose, lesdo inflamatéria difusa

(+) e Pustula preenchida com neutréfilos degenerados acima do epitélio invadido por formas amastigotas de leishmania.
(*). Os animais do grupo AG (C); Anf B + AG (D); AE (E) e Anf B + AE (F) observou-se area de leséo circunscrita

(+), com presenca de macréfagos ativados, fibroblastos, tecido de granulagdo, dermatite perivascular (#) e calcificagéo
focal a direita. Coloragdo pela H.E. Scale Bar: 250 pm e 125 pum.
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Ativacdo de macrofagos em ensaios ex vivo de camundongos BALB/c infectados por
L. major e tratados com gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AEe AnfB + AE
Macrofagos peritoneais foram retirados da cavidade peritoneal de camundongos

BALB/c durante e ap0s o periodo de tratamento para avaliagdo da capacidade fagocitica,
atividade lisossomal, inducdo da sintese de Oxido nitrico e quantificacdo de célcio

intracelular.

Ativacdo da Capacidade Fagocitica
Para os macrofagos dos grupos com gel de AG, AE e associacdo de Anf B + AG

e Anf B + AE, observou-se aumento da capacidade fagocitica analisada pela fagocitose
de zymozan, durante periodo de tratamento e perdurando por 14 dias ap0s o tratamento
(Fig 07). Os macrofagos oriundos de animais tratados com gel de Anf B ndo possuiram

aumento de sua capacidade fagocitica.
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Figura 07: Ativacdo da capacidade fagocitica de macréfagos peritoneais murinos retirados de
camundongos BALB/c ap6s tratamento com gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE.
Observou-se aumento da fagocitose de zymozan dos macréfagos retirados dos animais tratados com Gel de
AG, AnfB + AG, AE e AnfB + AE.

Ativacdo da Atividade Lisossomal
Para os macrofagos dos grupos com gel de AG, AE e associacdo de Anf B + AG

e Anf B + AE, resultaram no aumento atividade lisossomal, durante periodo de tratamento
e perdurando por 14 dias ap6s o tratamento, em comparagéo ao controle e aos macrofagos

retirados de animais normais (Fig 08). Os macréfagos oriundos de animais tratados com
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gel de Anf B ndo possuiram aumento de sua atividade lisossomal e 0 AE somente ap0s o

periodo de tratamento
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Figura 08: Ativacdo da atividade lisossomal de macrdfagos peritoneais murinos retirados de
camundongos BALB/c ap6s tratamento com gel tdpico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e AnfB + AE.
Observou-se aumento da fagocitose de zymozan dos macrpifagos retirados dos animais tratados com Gel de
AG, AnfB + AG, AE e Anf B + AE.

Ativacdo da Sintese de Oxido Nitrico
Os macrofagos obtidos dos BALB/c tratados com gel de AG, AE e com a

associacao de Anf B + AG e Anf B + AE, obtiveram aumento da sintese de éxido nitrico
analisada pela pela concentracdo de nitrito (produto final do éxido nitrico), durante
periodo de tratamento e perdurando por 14 dias apds o tratamento, em comparacdo ao
controle e aos macréfagos retirados de animais normais (Fig 09). Os macré6fagos oriundos

de animais tratados com gel de Anf B ndo possuiram aumento da sintese de 6xido nitrico.
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Figura 09: Ativacgdo da sintese de 6xido nitrico pela concentragéo de nitrito, de macroéfagos peritoneais
murinos retirados de camundongos BALB/c ap6s tratamento com gel tdpico de Anf B, AG, Anf B +
AG, AE e Anf B + AE. Observou-se aumento das concentragdes de nitrito dos macrpifagos retirados dos
animais tratados com Gel de AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE.

Quantificacdo de calcio intracelular
Em imagem capturada por microscopia confocal para avaliacao das concentragdes

de célcio intracelular por meio da marcacgdo por FLUO-3-AM, os macrofagos oriundos
dos BALB/c tratados com gel de AG, AE e associacdo de Anf B + AG e Anf B + AE,
apresentaram aumento da intensidade de fluorescéncia, indicando aumento das

concentracdes de célcio intracelular (Fig. 10).
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Controle

Figura 10: Quantificacdo de célcio intracelular pela marcacdo com FLUO-3-AM, de macréfagos
peritoneais murinos retirados de camundongos BALB/c apds tratamento com gel topico de Anf B, AG,
AnfB + AG, AE e Anf B + AE, observados em microscopia confocal. Observou-se aumento da intensidade
de fluorescéncia, indicando aumento das concentragdes intracelulares de calcio marcado com FLUO-3-AM
dos macrofagos retirados dos animais tratados com Gel de AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE.

Ao quantificar as concentracfes de célcio intracelular, observou-se um aumento
dessas concentragdes durante periodo de tratamento e perdurando por 14 dias ap6s o

tratamento, em comparacdo ao controle e aos macrofagos retirados de animais normais
(Fig 10).
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Figura 11: Quantificacdo de célcio intracelular pela marcagcdo com FLUO-3-AM, de macréfagos
peritoneais murinos retirados de camundongos BALB/c apds tratamento com gel tépico de Anf B, AG,
Anf B + AG, AE e Anf B + AE. Observou-se aumento das concentragdes intracelulares de calcio dos
macrpifagos retirados dos animais tratados com gel de AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE.
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Os macrdfagos oriundos de animais tratados com gel de Anf B ndo apresentaram

aumento da concentracdo de célcio intracelular.

Avaliacdo de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados por
formas promastigotas de L. major in vitro, tratados com gel topico de Anf B, AG,
Anf B + AG, AE e AnfB + AE.

Os macrofagos oriundos dos BALB/c tratados com gel de AG, AE e associacao

de Anf B + AG Anf B + AE foram infectados com formas promastigotas de L. major para
avaliacdo da porcentagem de macrofagos infectados e da média do nimero de amastigotas
sobreviventes internalizadas por macréfago, no intuito de avaliar a possivel resisténcia do
organismo hospedeiro frente a possiveis recidivas da doenca. Dessarte, 0s macrofagos
dos animais que receberam tratamento com gel de AG, AE e associacdo de Anf B + AG
e Anf B + AE foram capazes de reduzir o numero de macréfagos infectados em torno de
25% em comparacdo aos outros grupos, durante o periodo de tratamento e de pds
tratamento (Fig. 12). Concomitantemente também reduziram o numero de amastigotas
sobreviventes em torno de 50%, ou seja, nUmero gue representa a metade de amastigotas

sobreviventes encontradas nos outros grupos (Fig. 13).
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Figura 12: Percentual de macrdéfagos peritoneais murinos infectados por formas promastigotas de L. major in
vitro, de camundongos BALB/c tratados com gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf B + AE. Observou-
se reducdo significativa da porcentagem de macrdfagos infectados nos animais que receberam tratamento com gel de

AG, AE e o sinergismo Anf B + AG e Anf B + AE.
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Figura 13: Amastigotas internalizadas em macrofagos peritoneais murinos infectados e tratados com gel topico
de AnfB, AG, Anf B + AG, AE Anf B + AE. Observou-se redugdo significativa da média de amastigotas sobreviventes
dos animais que receberam tratamento com gel de AG, AE e o sinergismo Anf B + AG e AnfB + AE.

Avaliacdo da toxicidade in vivo do tratamento com Gel topico de Anf B, AG, Anf B
+ AG, AE e Anf B + AE em camundongos BALB/c infectados experimentalmente
por L. major.

A toxicidade foi avaliada pelos pardmetros bioquimicos através da dosagem sérica

de uréia (UR), creatinina (CR) e alanina-aminotransferase (ALT), bem como avaliacédo
do hematdcrito e peso total dos animais, durante e ap6s o tratamento com gel tépico de
Anf B, AG, AG + Anf-B, AE e AE + Anf B, em comparagdo ao grupo controle e com

animais normais.

Esses resultados demonstram que 0s grupos tratados apresentaram niveis normais
das enzimas séricas, bem como hematocrito e peso total, indicando que ndo houve
toxicidade aparente no periodo de tratamento, nem no periodo de pds-tratamento. Em
relagdo ao peso total dos camundongos BALB/c, observou-se que no grupo que recebeu
tratamento com gel de Anf B houve uma reducéao perceptivel no peso dos animais, porém
ndo diferiu estatisticamente. O grupo que recebeu AG, AE e sinergismo Anf B + AG e
Anf B + AE permaneceram com 0s valores quantificados nesse estudo o mais préximo
dos parametros observados nos camundongos normais. Esses resultados estdo expostos
na tabela 02.
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Tabela 02: Avaliacao da toxicidade in vivo do tratamento com gel topico de Anf B, AG, Anf B + AG, AE e Anf
B + AE em camundongos BALB/c infectados experimentalmente por L. major

Normal Controle Anf B AG AnfB + AE AnfB +
AG AE

Uréia 56,7+6,8 545+6,4 605+77 50472 57+84 525+49 545+35

(mg/dL) 542 +44 46,5 + 586+7 556+58 556+58 55+34 58+59

10,2

Creatinina 0,2+0,05 0,2+0,05 02+0,07 0,2+001 02+0,05 02+0,05 0,2+0,05
(mg/dL) 02+005 02+005 02+008 02+0,05 0,2+005 0,2+0,05 0,2+0,05

ALT (U/L) 67 +29 69,3+49 76+13,7 675+21 7425+ 60 + 11,3 65+55

67,7+46 697+42 696+35 66+41 5,6 60,5+0,7 64 +9
70+ 3,6

Hematocrito 49,7 +1,7 49+ 28 44+6,3 473+28 49+14 51+14 472 +55
(%) 50+ 3,9 522+27 52+54 52+ 472 51+26 50 +2 495+33
Peso total 32+2 298+47 24+38 27+39 261+32 277+37 279+25
(9) 322+18 291+38 247+14 303+42 264+32 28+17 287+42

Para avaliar a toxicidade in vivo, foram estudados os parametros bioquimicos e hematdcrito, como também o peso total
dos animais que receberam tratamento em comparagdo aos animais normais. A linha superior de cada parametro
avaliado representa o periodo de tratamento e a linha inferior o periodo de pds tratamento. Esse resultado demonstra
que ndo houve toxicidade in vivo nos camundongos BALB/c tratados com os géis.

DISCUSSAO

Atualmente, as associacdes entre drogas estdo entre as abordagens mais
promissoras para o desenvolvimento de novas formulagdes antileishmania. As principais
vantagens de terapia associada sdo: sinergismo, reducdo da toxicidade, regimes de
tratamento mais curtos e reducdo do desenvolvimento da resisténcia [26,27,41]. Varios
estudos mostraram que algumas combinagdes de drogas aumentaram seus efeitos
antileishmania. Por exemplo, uma combinacdo de miltefosina com paromomicina
demonstrou atividade superior contra a leishmaniose visceral em modelos animais [42];
enguanto que as combinacgdes de paromomicina e gentamicina foram mais efetivas contra
a forma cutédnea em camundongos BALB / ¢ [43]. Do mesmo modo combinagédo de
glucamtime com &cido ascorbico foi eficiente no tratamento de camundongos BALB/c
infectados por Leishmania infantum [41].

Concomitantemente a combinacdo de drogas € a insercdo de tecnologia
farmacéutica na busca de novas terapias antileishmania [31,41]. Nanoparticulas,

lipossomas e geis de polaxamer sdo alguns exemplos de vetorizacdo de drogas, a0 mesmo
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tempo que melhora a biodisponibilidade do fa&rmaco no seu sitio de a¢éo, também diminui
a toxicidade, causando menos efeitos adversos [31,44].

Em estudo anterior, nosso grupo reportou o grande potencial antileishmania e
imunomodulador do &cido galico e do acido elagico, sendo portanto, moléculas
promissoras na terapia antileishmania [15]. No entanto, por serem duas moléculas
hidrofilicas, sua administracdo oral é comprometida por conta do metabolismo hepético
de primeira passagem [45]. A anfotericina B, farmaco convencional utilizado como
escolha para a resolucdo da doenca é de administracdo parenteral de longa duragdo, além
de ser toxico e de ja possuir relatos de resisténcia por parte do parasita [19,20].

Os tratamentos topicos sdo uma alternativa promissora para o tratamento das
leishmanioses, pois oferecem vérias vantagens em relacdo a via parenteral. Estas
vantagens ndo sao limitadas apenas a praticidade da administracdo, mas também podem
fornecer uma melhor eficacia terapéutica e maior seguranca devido a sua capacidade de

liberar 0 medicamento diretamente ao alvo [31,46]

Nos ensaios de estabilidade preliminar, nossas formulacGes demonstraram
alteracdes nos parametros avaliados ap0s o estresse térmico e o ciclo gelo-degelo, o que
ja era esperado, ja que o Polaxamer 407® é composto por dois copolimeros de cadeia
longa e que sdo passiveis de alteracdo estrutural quando submetidos ao estresse [30]. No
entanto possui muitas vantagens como a propriedade unica de ser sélido a temperatura
ambiente e liquido a temperatura refrigerada. Assim, em contato com a pele o gel facilita
a adesdo do produto, sendo excelente carreador de moléculas e com propriedades
tensoativas e promotora de permeabilidade cutanea [30,31,47]. Além disso, as
formulacGes em gel de poloxamer apresentaram boa capacidade de liberacdo dos
farmacos, com um excelente potencial para aplicacdo topica, inclusive para o tratamento
topico da leishmaniose cutanea, em funcéo da boa capacidade de adesividade ao local de
contato [31]

Neste estudo, observou-se o grande potencial que as formulagdes topicas em gel
de polaxamer 407® apresentaram no controle e/ou tratamento da doenca, quando reduziu
e/ou impediu 0 avango da mesma. Os géis de Anf B, AG e AE apresentaram resultados
clinicamente  semelhantes, quando utilizados nas mesmas concentraces.
Surpreendentemente, foi possivel observar o efeito de associacdo entre o gel de Anf B +

AG e Anf B + AE em comparacdo aos grupos Anf B, AG e AE isolados. Esse efeito é
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confirmado pelo fato da concentracdo de cada principio ativo que compds a associa¢do
estar pela metade, além disso, a liberacdo dessas moléculas na avaliagdo do perfil de
liberacdo in vitro foram menores em comparacao as outras formulac@es, e mesmo assim
apresentou melhores resultados em todas as analises aqui avaliadas. A Anf B por ser o
farmaco convencional, é bastante utilizada nos estudos para avaliar o efeito de novas
drogas antileishmania como controle positivo [31,48].

Na analise histopatologica ficou claro o potencial efeito de associacdo de Anf B
com AG e/ou AE. A presenca de macrofagos ativados e eosindfilos aponta para uma
resposta celular especifica contra agentes parasitarios, sendo assim, os animais que
receberam esse tratamento de associagéo apresentaram promissor avanco na resolucdo da
infeccdo e progressdo para a cicatrizacdo da ferida. Estudos de associacdo de farmacos
convencionais e moléculas adjuvantes, como Anf B com acido oleico no mesmo tipo de
veiculagdo tdpica, e Antimonial Trivalente com &cido ascorbico em lipossomas, também
apresentaram resultados histopatolégicos que demonstraram evolucdo da ferida para
cicatrizacdo com a formacao de granulomas e ativacao celular, que corroboram com este
estudo [31,41].

Por se tratar de uma imunopatologia, a busca de novos farmacos se d& ndo apenas
pelo efeito de novas moléculas sobre o parasita em si, mas também a sua capacidade de
atuar em colaboracdo com o sistema imune [28,48]. Dentre os alvos a se estudar, 0s
macrofagos estdo como um dos principais, pois sao células altamente especializadas em
destruir patdgenos intracelulares quando ativados [49,50]. Demonstrou-se aqui, com as
imagens observadas de imprinting das lesdes dos camundongos tratados com os géis de
AG, AE e Anf B + AG e Anf B + AE, a presenca dessas células ativadas, apresentando
espraiamento e esfumeamento, significando que essas células estavam ativadas e capazes

de resolver a infeccéo [15].

Capacidade fagocitica, atividade lisossomal, produgdo de Oxido nitrico e
concentracdo de calcio intracelular sdo alguns exemplos de atividade funcional
relacionada a ativacdo efetiva de macrofagos contra as leishmanioses [10-15,51]. Os
macrofagos desempenham diversas fungbes, incluindo fagocitose, citotoxicidade
tumoral, secrecdo de citocinas e apresentacdo de antigenos. Estes fagdcitos representam
uma linha de defesa inata contra patdgenos e ceélulas tumorais, reconhecendo e
destruindo-as [52-54]. Caracteristicamente, macrofagos ativados demonstram aumento

da capacidade de adesdo e espraiamento, estimulacdo da sintese de DNA, aumento de
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calcio intracelular, modificagdo na secrecdo de citocinas, aumento de niveis de enzimas
lisossomais, aumento de atividade microbicida/tumoricida pelo aumento na producéo de
NO e de espécies reativas do oxigénio (EROs), aumento de ruffles de membrana que

melhoram o desempenho de fungdes como a locomocao e a fagocitose [55].

A fagocitose e o sistema lisossomal s&o criticos para as fun¢des dos macrofagos,
onde ocorre internalizacdo, processamento e apresentacdo de antigenos, derivados de
patogenos, as células especificas do sistema imune adaptativo. Ap6s a endocitose do
patégeno, o fagossomo recentemente criado sofre eventos sequenciais de fusdo com
endossomas e depois com lisossomas para produzir um fagolisossoma [56]. O
fagolisossoma é um compartimento cheio de hidrolases acidas e ERO’s onde ocorre a
maior parte de degradacdo do conteddo englobado. Drogas que atuam ativando
macréfagos neste alvo, sdo capazes induzir essas células a destruirem patdgenos
internalizados em seus fagolisossomos, além de auxiliar com up-regulation na
apresentacdo de antigeno [56-58]

Na atividade antileishmania, uma via importante que pode estar envolvida é a
producdo do NO pelos macrofagos. Ele € considerado, hd muito tempo, como o
mecanismo mais eficaz envolvido na defesa contra leishmania. Dentro dos
fagolisossomo, o NO se combina com anion superoxido para produzir peroxinitrito, que
¢ altamente reativo e microbicida [18,59]. O parasito sobrevive dentro do macréfago
mediante a habilidade de inibir a expressao ou atividade do 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) por meio da inibicdo da producéo de citocinas envolvidas na regulagdo da iNOS,
inibicdo da sintese de NO por glicosilinositol, fosfolipideos da superficie de amastigotas
ou estimulo a producdo do fator de transformacéo do crescimento TGF-f [59]. FArmacos
que ativam a via do NO atuam pela ativacdo de macrofagos por citocinas, tais como
interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), que aumentam a producéo de
oxido nitrico sintase, uma enzima que catalisa L-arginina para gerar NO e citrulina [60].
Uma vez dentro do fagolisossoma, o NO combina-se com o superdxido para produzir

nitrito de peroxido, o qual é altamente reativo e atua como um microbicida [59,61].

O célcio intracelular, juntamente com o diacilglicerol (DAG), sdo responsaveis
pela ativacdo da proteina cinase C (PKC) que desencadeia resposta imune Thl, que
confere cura e protecdo contra as leishmanioses [48,62]. Outro fator envolvido de grande
relevancia, quando ha presenca significativa de calcio intracelular em célula com

patégeno internalizado, é a despolimerizacdo da F-actina. A fagocitose por neutrofilos,
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macrofagos e outros fagocitos requer uma remodelacdo répida da actina. A
despolimerizagdo da F-actina, fagocitose e maturagdo do fagocitoma perifagosomal séo
processos dependentes de calcio nos macréfagos quando interagem com agentes

patogénicos para resolver infec¢coes [63].

AG e AE sdo duas moléculas imunomoduladoras naturais capazes de resolver a
infeccdo de macrofagos por leishmania, por atuarem intrinsecamente sobre o parasita,
como também por atuarem através de ativacdo de macrofagos [15]. O mecanismo de agédo
da Anf B é atuar inibindo a sintese de ergosterdis do parasita, causando assim o
rompimento da sua membrana plasmatica [19,20]. Quando se associou a Anf B com esses
imunomoduladores naturais, p6de-se observar também capacidade de atuar em
sinergismo com a resposta imune do hospedeiro, 0 que tornam estes compostos
promissores no enfrentamento da doenca. Nossos resultados demonstram que a atividade
das substancias testadas envolve essas vias de ativacdo de macrofagos, o que
possivelmente potencializou Anf B em associacdo a essas moléculas, mesmo em dose

reduzida.

Em ambientes endémicos, existe a grande probabilidade de um individuo que ja
passou ou estd em tratamento desta doenca, ser exposto novamente a infeccdo, as
chamadas recidivas [4]. Neste estudo, demonstrou-se que a fun¢do imunomoduladora dos
nossos compostos ativa macréfagos de forma sistémica durante o tratamento e também
apos o tratamento, sugerindo possivel geracdo de memdria imunoldgica, além disso um
veiculo gelificado com 20% de propilenoglicol pode ter favorecido a penetracdo das
moléculas, ja que o propilenoglicol é um promotor classico de primeiro geracdo e o
polaxamer também possui caracteristicas promotoras [30, 31, 47]. Este fato explica-se
pela reducdo da infeccdo e infectividade dos macrofagos oriundos dos camundongos
tratados com 0s compostos naturais e associacdo de Anf B a estes, quando submetidos a
infeccdo por formas promastigotas de L. major, simulando o que acontece em éarea

endémica.

Estes compostos também demonstraram seguranga, quando avaliamos funcédo
hepatica, funcdo renal e peso total dos camundongos. Apesar de nédo ter havido diferengas
estatisticas em comparacdo a Anf B, sabe-se que a Anf B é extremamente toxica se
administrada parenteralmente e causa inimeros dissabores aos pacientes que recebem seu

tratamento [64]. AG e AE possuem excelente indice de seletividade, sendo mais seletivos
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para causar efeito toxico para o parasito em comparacdo as células de mamiferos [15]. A
associacdo entre Anf B + AG e Anf B + AE demonstrou, pelos parametros aqui avaliados,

com valores mais proximos aos animais normais do que a Anf B isoladamente.

Este estudo é o primeiro a descrever o efeito de associacdo Anf B convencional e
compostos fenolicos em gel topico, abordando a exceléncia da capacidade
imunomoduladora desses compostos naturais, minimizando a toxicidade do farmaco
convencional e maximizando o potencial terapéutico. Sendo, portanto, esta associagdo
promissora no tratamento da leishmaniose, ja que se utilizou camundongos BALB/c como
modelo experimental, uma vez que essa linhagem é altamente susceptivel & infecgdo por

Leishmania major [46].

CONCLUSAO

Os géis topicos de AG, AE e Anf B + AG e Anf B + AE possuiram boa capacidade
de liberagdo dos farmacos, ao se veiculo gelificado com 20% de propilenoglicol favoreceu
a penetracdo das moléculas, apresentando grande potencial em tratar a ferida cutdnea
leishmanidtica causada por L major em camundongos BALB/c experimentalmente
infectados. O efeito de associagdo Anf B + AG e/ou Anf B + AE demonstrou ser
promissor na evolucdo clinica para cura por atuar sistemicamente na ativacdo de resposta
imune celular e debelar a infec¢do as possiveis recidivas. Portanto, 0 AG ou 0 AE sdo
promissores no tratamento da doenca como monoterapia ou utilizados como adjuvantes

de vacinas ou associados a anfotericina B convencional.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo € continuidade da investigacdo das moléculas naturais &cido galico e
acido elagico. Anteriormente realizamos ensaios in vitro sobre as formas evolutivas do
parasito, citotoxicidade frente as células do hospedeiro e parametros de ativacdo de
macrofagos. Em todos os testes essas moléculas se demonstraram promissoras, 0 que
posso destacar ainda é a grande capacidade de serem moléculas ativadoras das celulas
imune, onde provaram atuar intrinsecamente contra o parasita e em sinergismo com a

ativacdo de macrofagos.

Para prosseguirmos com o0s testes pré-clinicos, escolnemos um modelo

experimental bastante aceito no meio cientifico e bastante susceptivel & manifestacdo
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cutanea da leishmaniose causada por L. major. No entanto, tivemos um primeiro
obstaculo: Por se tratarem de duas moléculas hidrofilicas, realizar o tratamento por
administracdo oral seria limitado, pois 0 metabolismo hepético de primeira passagem
reduziria bastante o tempo de meia vida bem como sua biodisponibilidade. Foi entdo
quando surgiu a ideia de se utilizar o Polaxamer 407® como carreador e promotor dessas
moléculas. Ao debrugarmos na literatura e checar a abordagem de outros cientistas e/ou
grupos de pesquisas do Brasil e do mundo que trabalham na busca de novos farmacos
antileishmania, observados uma linguagem comum: o uso da combinacéo de drogas. Foi
entdo onde chegamos a resultados surpreendentes e satisfatorios quando associamos a

Anf B convencional com estas moléculas.

Nossos préximos passos serdo abordagens clinicas em pacientes naturalmente
infectados, acrescentar ao nosso gel substancias estabilizadoras da formulagéo e realizar
estudos de toxicidade.
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