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RESUMO

SANTOS, Rosiane Freire dos.A¢lo terapéutica e moduladora da quercetina na

leishmaniose tegumentar experimental por Leishmania braziliensis e Leishmania major.
2017. 139 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A leishmaniose tegumentar ¢ a forma mais frequente da leishmaniose no Brasil, tendo
como agente principal a Leishmania (Viannia) braziliensis, que causa a forma clinica cutanea
e mucosa, onde ha intensa e destrutiva resposta inflamatoria na regido oronasal. O arsenal
terapéutico é restrito, toxico e em algumas situagdes, ineficaz. E importante o estudo de novas
moléculas com potencial terapéutico para a leishmaniose. O flavondide quercetina possui
atividades bioldgicas, incluindo ag¢des: anti-inflamatoria, antioxidante, pré-oxidante,
imunomoduladora e antiparasitaria. Em tripanossomatideos ¢ relatada a sua ag¢20.0 objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade terapéutica e imunomoduladora da quercetina em modelos
experimentais de infec¢do com L.braziliensis (em hamster) e L.major (em camundongos),
uma vez que nestes ultimos ¢ bem estabelecido os perfis de resposta imune associado a
suscetibilidade (BALB/c) e resisténcia (C57BL/6).0 efeito in vitro foi avaliado sobre o
crescimento de promastigotas e amastigotas intracelulares de L.braziliensis e L.major. A
modulag¢do de macrofagos foi avaliada pela producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
usando as sondas HoDCFDA e Amplex red e a producdo das citocinas por citometria de fluxo
(CBA, cytometric bead array).O tratamento in vivo dos animais foi realizado pela via oral
(gavagem) 5 vezes na semana com 20mg/Kg /40mg/Kg e se iniciaram apds 7 dias de infec¢ao
ou com a lesdo estabelecida durante 7-10semanas. Em amastigotas de L.braziliensis e de
L.major, a quercetina promoveu inibi¢do no indice de infec¢do.O tratamento prévio de
macrofagos, reduziu o indice de infeccdo.Macréfagos tratados por 48 h, mostraram um
aumento da produgdo ROS e H»0> com 330 uM de quercetina e quando infectados e tratados
por 48h, aumentaram a producao sendo dose-dependente. Houve diminui¢do dos niveis de IL-
6 ¢ TNF e aumento de IL-10 e MCP-1. In vivo, o tratamento de hamsters com 20 mg/ kg de
quercetina, reduziu o tamanho da lesdo e da carga parasitaria. O tratamento apds a lesdo
estabelecida ndo controlou o tamanho da lesdo, mas diminuiu a carga parasitaria. Em BALB/c
infectados com L.major, o tratamento com 20 mg/ kg de quercetina diminuiu a carga
parasitaria e o tratamento com 40 mg/ kg reduziu a lesdoe a carga parasitaria.Houve aumento
da produgdo de IL-2, IL-4 e IL-6 pelos linfocitos esplénicos. Em C57BL/6, o tratamento com
40 mg/ kg de quercetina promoveu redugdo da carga parasitaria, além de aumentar a producao
de IL-10, IL-17, IFN-y e TNF. Esses resultados mostram que o flavonoide quercetina
apresenta atividade antiparasitaria emL.braziliensis e L.major, estimulando a producdo de
ROS pelos macréfagos ao mesmo tempo que o modula para um estado anti-inflamatério. A
acdo terapéutica pela via oral sem sinais de toxicidade hepatica e renal para os animais
demonstram o potencial promissor da quercetina na terapia da leishmaniose.

Palavras chave: Leishmania braziliensis. Leishmania major. Quercetina. Espécies reativas de
oxigénio. Imunomodulagdo.  Tratamento oral. = Hamsters. BALB/c.

C57BL/6.



ABSTRACT

SANTOS, Rosiane Freire dos. Therapeutic and modulatory action of quercetin in
experimental cutaneous leishmaniasis by Leishmania braziliensis and Leishmania
major.2017. 139 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Tegumentary leishmaniasis is the most frequent form of leishmaniasis in Brazil,
with Leishmania (Viannia) braziliensis, which causes the cutaneous and mucosal clinical
forms, where there is an intense and destructive inflammatory response in the oronasal region.
The therapeutic arsenal is restricted, toxic and in some situations ineffective. It is important to
study new molecules with therapeutic potential for leishmaniasis. The flavonoid quercetin has
biological activities, including actions: anti-inflammatory, antioxidant, pro-oxidant,
immunomodulatory and antiparasitic. In trypanosomatids its action is reported. The objective
of this study was to evaluate the therapeutic and immunomodulatory activity of quercetin in
experimental models of infection with L.braziliensis (hamster) and L.major (in mice), since in
the latter the well-established immune response profiles associated with susceptibility (BALB
/ ¢) and resistance (C57BL/ 6). The in vitro effect was evaluated on the growth of intracellular
promastigotes and amastigotes of L.braziliensis and L. major. Modulation of macrophages
was evaluated by the production of reactive oxygen species (ROS) using the H2DCFDA and
Amplex red probes and the cytometric flow cytometry (CBA) production. /n vivo treatment of
the animals was done via the oral (gavage) 5 times a week with 20mg / kg / 40mg / kg and
started after 7 days of infection or with the lesion established for 7-10 weeks. In amastigotes
of L.braziliensis and L.major, quercetin promoted inhibition in the infection index.
Pretreatment of macrophages has reduced the rate of infection. Macrophage treated for 48 h
showed increased ROS and H202 production with 330 uM quercetin and when infected and
treated for 48 h, increased yield by being dose-dependent. There was a decrease in IL-6 and
TNF levels and an increase in IL-10 and MCP-1. In vivo, treatment of hamsters with 20 mg /
kg quercetin reduced the size of the lesion and the parasitic load. Treatment after established
injury did not control lesion size, but decreased parasitic load. In BALB/ ¢ infected with
L.major, treatment with 20 mg / kg quercetin reduced parasite load and treatment with 40 mg
/ kg reduced lesion and parasitic load. There was an increase in the production of IL-2, IL-4
and IL-6 by splenic lymphocytes. In C57BL / 6, treatment with 40 mg / kg quercetin reduced
the parasite load and increased production of IL-10, IL-17, IFN-y and TNF. These results
show that the flavonoid quercetin shows antiparasitic activity in L.braziliensis and L.major,
stimulating ROS production by macrophages while modulating it to an anti-inflammatory
state. Oral therapeutic action with no signs of hepatic and renal toxicity for the animals
demonstrates the promising potential of quercetin in the therapy of leishmaniasis.

Keywords: Leishmania braziliensis. Leishmania major, Quercetin. Oxigen-reactive species.

Immunomodulation. Oral treatment. Hamsters. BALB/c. C57BL/6
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INTRODUCAO

LEISHMANIOSES
Aspectos gerais e epidemiologia

As Leishmanioses sdao causadas por aproximadamente 20 espécies do géneroLeishmania
e resultam uma variacdo de formas clinicas de acordo com caracteristicas especificas do
parasito e da resposta imune do hospedeiro. As formas clinicas da doenca dividem-se em
tegumentares e visceral(BERMAN, 1997).0 parasito ¢ transmitido aos hospedeiros
vertebrados, que incluem uma grande variedade de mamiferos como roedores, canideos e
humanos, por insetos flebotomineos infectados (NEVES, 2011).

Dados recentes da literatura mostraram que mais de 98 paises e territorios sdo
endémicos para a leishmaniose, com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas e300
milhdes de pessoas em risco (OMS, 2016). Estima-se que ocorram200.000 a 400.000
novos casos anuais da forma visceral da doenca ¢ mais de 90% de novos casos ocorrem em
6 paises:Brasil, Etiépia,fndia, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (ALVAR et al., 2012; OMS,
2016).A leishmaniose tegumentar ¢ mais distribuida pelo mundo, cerca de 70 a 75%
concentrada em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Ird e Republica arabe
da Siria, Etiépia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru(ALVAR et al., 2012, OMS 2016).
Entre 0.7 milhdes e 1.3 milhdes de novos casos sdo registrados globalmente todo ano
(OMS, 2016).A Figura 1 mostra a distribuicdo da leishmaniose pelo mundo. O Brasil ¢
endémicopara as duas formas da doenca. Na década de 80, a leishmaniose tegumentar
americana foi registrada em 19 unidades federativas, quando em 2003, foi confirmada a
autoctonia em todos os estados brasileiros. No periodo de 2006 a 2015 foram registrados
mais de 191 mil casos, sendo 89.327 na Regido Norte, 65.625 na Nordeste, 31.896 na
Centro- Oeste, 18.333 na Sudeste e 4.082 na Sul (Tabela 1) (PORTAL DA SAUDE, 2015).
O meio ambiente ¢ movimentos da populagdo permitem alteragdes na densidade dos
vetores e reservatorios e consequentemente pode aumentar a exposicdo humana a insetos
infectados.Portanto, o aumento da incidéncia e prevaléncia da doenga ¢ atribuido a varios
fatores como migra¢do populacional, devastacdo do ambiente silvestre, urbanizagdo e
imunossupressdo (ORYAN; AKBARI, 2016).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma doenga que apresenta elevada
frequéncia no Brasil. Era considerada uma doenga de trabalhadores de 4reas rurais,
entretanto, a epidemiologia mudou consideravelmente no decorrer das ultimas décadas.O

vetor tornou-se adaptado a areas peri-domicilares em regides rurais o que levou a um
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crescente nimero de mulheres e criancas infectadas nas ultimas décadas (MURBACK et

al., 2011;0RYAN & AKBARI, 2016).

Figura 1. Perfil endémico das Leishmanioses no Mundo, 2013

Perfil endémico da Leishmaniose Tegumentar no Mendo, 2013

Perfil endémico da Leishrmanioss Visceral no Munds, 2013
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da : Perfil endémico das leishmanioses no mundo. (A) Perfil endémico da leishmaniose

tegumentar (B) Perfil endémico da leishmaniose visceral
Fonte: . Adaptado de OMS, 2015.
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Tabela 1. Casos de LTA no Brasil. 2006 a 2015. Incidéncia anual.
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Fonte: PORTAL SAUDE. http://portalsaude.saude.gov.br

Agente etioldgico

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a ordem kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. Essa familia é constituida por parasitos que possuem um ou dois
flagelos, ligados ou ndo @ membrana plasmatica e uma Unica mitocondria percorrendo toda
a extensao da célula. Na mitocondria encontra-se uma estrutura caracteristica desta ordem,
denominada cinetoplasto, formado por DNA mitocondrial. Além destas caracteristicas,
parasitos desta familia apresentam: bolsa flagelar, onde ocorre o trafego de entrada e saida
de moléculas; microtibulos de sustentacdo que conferem rigidez a membrana celular;
glicossomo, uma organela que apresenta a funcdo de isolar enzimas glicoliticas;

omegassomo, uma estrutura capaz de digerir moléculas ingeridas pelo parasito por
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endocitose.A reproducdo destes protozoarios ¢ assexuada por fissdo bindria
(VICKERMAN, 1994; STUART et al., 2008).

A Leishmaniaspp apresenta duas formas evolutivas ao longo do seu ciclo biologico:
promastigota ¢ amastigota. As promastigotas (Figura 2A) sdo alongadas e apresentam
flagelo livre, com dimensdes entre 14 e 20 [lm de comprimento, possuindo nlicleo central e
cinetoplasto proximo a extremidade anterior, sao encontradas no tubo digestivo dos insetos
flebotomineos e multiplicam-se por divisdo binaria longitudinal. As amastigotas (Figura
2B) sdo células ovais com diametro de 1,5 a 3,0X 3,0a 6,5 um, apresentando ntcleo grande
e arredondado e o flagelo internalizado. Esta forma evolutiva multiplica-se por divisao
biniria no interior de células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros

vertebrados(CUNNINGHAM, 2002; TEIXEIRA et al., 2013).

Figura 2.Esquema das formas evolutivas de Leishmaniaspp

A

B Microtiibulos '::xg: c.;g.;uo

Legenda: Forma Promastigota com formato alongado e flagelo livre. (B) Forma Amastigota com formato
arredondado e flagelo internalizado. Ilustracdo mostrando os componentes das células
Fonte: Adaptado de Teixeira et al 2013.

O género Leishmania pode se subdividir em dois subgéneros: Viannia e Leishmania
(Figura 3). Esta subdivisdo estd relacionada ao desenvolvimento dos promastigotas no
inseto vetor. No subgénero Viannia, os promastigotas migram da regido posterior para as
regides média e anterior do intestino, no subgénero Leishmania, os parasitos colonizam as

regidoes meédia e anterior do intestino do invertebrado (NEVES, 2002; NEVES
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2011).Fazem parte do subgénero Viannia as espécies do complexo L. braziliensis, que sao
responsaveis pela leishmaniose cutdnea e mucosa. O subgénero Leishmania ¢ composto
pelos complexos Leishmania major com espécies responsaveis pela leishmaniose cutanea
em paises do velho mundo; pelo complexo Leishmania mexicana,responsavel pela
leishmaniose cutanea e por formas raras como a leishmaniose cutanea difusa, e pelo
complexo Leishmania donovani responsavel pela leishmaniose visceral. No Velho e no
Novo Mundo, existem mais de 30 espécies de leishmanias nomeadas e mais de 20 espécies
apresentam importancia clinica. No Brasil, as espécies mais encontradas sdo:Leishmania

braziliensis, Leishmania amazonensise L. guyanensis(OMS, 2010).

Figura 3. Classificagdo das espécies de Leishmania de acordo com os subgéneros.

Género

Leishmania

Y

Subgéneros Leishmania Viannia

v

T T T 1 T

L.donovani L major L. tropica L. mexicana L.aethiopica L. Lainsoni L. braziliensis L. guyanensis

Espécies
-L. donovani L.major L tropica L. mexicana - L braziliensis  L.guyanensis
-L.infantum/chagasi L. killicki L. amazonensis -L. peruviana  L.panamensis
-L.archibaldi L. garhani

L. pifanoi

L.venezuelensis

Legenda: Género, subgéneros, complexos e espécies de Leishmania.
Fonte: Adaptado de World health organization. (WHO, 2010).



22

Ciclo biologico e interacdo parasito- hospedeiro

Os vetores de Leishmaniaspp sdo insetosfémeas da ordem diptera, familia psychodidae,
género Lutzomya, no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo. Ao realizarem seu
repasto sanguineo, os insetos infectados regurgitam formas promastigotas metaciclicas na
pele do hospedeiro, que sdo internalizadas pelas células teciduais fagociticas (REY, 2010)
(Figura 4)A saliva do flebotominio, que ¢ inoculada juntamente com o parasito na pele,
contribui para o estabelecimento da infec¢cdo. Entre as substancias que compdem a saliva,
um peptideo denominado maxadilan, favorece a sobrevivéncia do parasito recém
inoculado, desempenhando um papel imunomodulador da resposta imune, apresentando
um efeito sobre as células apresentadoras de antigeno (APCs), como: inibi¢cdo da producao
de fator de necrose tumoral (TNF) por macréfagos, diminui¢ao da capacidade de produzir
oxido nitrico (NO), indu¢do de uma resposta anti-inflamatoria que contribui para a
sobrevivéncia do parasito (WHEAT et al., 2008; DUTRA et al.,2010).

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos e células
dendriticas da derme. Este processo ¢ mediado por interagdesentre moléculas de superficie
do parasito e porreceptores na célula hospedeira, que reconhecem sequéncias de
aminoacidos especificas. Asproteinas de superficie da Leishmania, além de auxiliar e
facilitar a internalizacdo,também pode caracterizar um fator de viruléncia nas espécies,
além de desativar omecanismo microbicida dos macréfagos permitindo a sobrevivéncia do
parasito dentrodo ambiente hostil do fagolisossomo (VAN ASSCHE et al, 2011;
ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012; BARTHOLOMEU et al., 2014).

Dentro dos fagolisossomos, as promastigotas metaciclicas se diferenciam
emamastigotas,um processo dura em média de 12 a 24 horas e apos este tempo, comecam a
se multiplicar por divisdo binaria (VAN ASSCHEget al, 2011) até que a célula se rompa,
liberando as amastigotas que infectardo outros fagécitos, podendo causar lesdes cutineas
(espécies cutdneas) ou acometer Orgdos internos (espécies viscerotropicas).O ciclo se
completa quando um flebotominio, ao picar um individuo ou um animalparasitado, ingere
macrofagos e monocitos infectados com amastigotas(Figura 4). As mudangas nas
condi¢cdes, ao mudar-se de um hospedeiro mamifero parao intestino do vetor (tais como a
diminui¢do da temperatura e aumento do pH), requeruma adaptagdo do parasito, desta
forma, as amastigotas se diferenciam empromastigotas que se multiplicam e passam por
um processo denominadometaciclogénese que ¢ caracterizado pela transformacdo de
promastigotaspro-ciclicas em promastigotas metaciclicas(NEUBER, 2008; VAN ASSCHE
etal., 2011)
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania
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Legenda — Promastigotas pro-ciclicas de Leishmania se diferenciam em promastigotas metaciclicas, forma
infectante, dentro do tubo digestério do flebotomineo. Durante o repasto sanguineo, o
flebotomineo regurgita a forma infectante juntamente com imunomoduladores e varios
componentes salivares. As promastigotas metaciclicas sdo entdo fagocitadas, se transformam em
amastigotas que se replicam dentro da célula hospedeira, que se rompem quando muitas
amastigotas estdo presentes, permitindo a reinfec¢do dos fagocitos locais. O ciclo de transmissio
¢ concluido, quando fagécitos infectados sdo ingeridos por outro flebotomineo durante um novo
repasto sanguineo e as amastigotas emseguida, se transformam em promastigotas no intestino
médio do flebotomineo.

Fonte:Adaptado de Kaye &Scott, 2011.
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O primeiro passo para a interagdo daLeishmania com a célula hospedeira ¢ a ligacao
entre as moléculas de superficie de ambos. O parasito possui uma série de moléculas de
superficie e moléculas secretadas no momento da entrada na célula. Muitas destas
moléculas estdo envolvidas em “disparar” vias de sinalizagdo especificas para a entrada e
sobrevivéncia intracelular (MORAIS et al.,, 2015).Embora os macroéfagos sejam a as
principais célulashospedeiras, aLeishmania infectatambém mondcitos, células dendriticas,
neutrdfilos e fibroblastos (DE TREZ et al., 2009; KAYE; SCOTT, 2011).

Nas fases iniciais da infec¢do, em resposta a picada do flebotomineo, ocorre aliberagao
de alarminas, que sdo sinalizadoras de dano tecidual, citocinas e quimiocinas(BIANCHI,
2007; KAYE; SCOTT, 2011) e entdoocorre o recrutamento de neutrofilos, que produzem
espécies reativas de oxigénio, elastase de neutrofilos e redes de neutrofilos extracelular
(NETS)(GUIMARAES-COSTA et al., 2009; LIU et al., 2015). No entanto, o parasito
pode evadir a estes mecanismos e neutrofilos podem servir decélulas hospedeiras para
Leishmania por até 18 horas, quando sofrem apoptoseepoderdo ser fagocitados por
macrofagos.Por esse mecanismo, o neutrofilo funcionaria como “cavalo de Tréia”, e o
parasito entraria de forma silenciosa na célula, ndo disparando mecanismosmicrobicidase
pro- inflamatorios, favorecendo o sucesso da infeccao (PETERS et al., 2008; HURRELL;
REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016).

Outros mecanismos de internalizagdo silenciosa do parasitono macréfago sao mediados
por receptores e envolvem moléculas de superficie daLeishmania. As principais estruturas
envolvidas neste processo sdo: metaloprotease de superficie de promastigotas (gp63),
lipofosfoglicano(LPG), e GILP’s (glicosil-inositol fosfolipideos) de Leishmania e
também receptores da célula hospedeira, como receptores do sistema complemento(CR1
e CR3) e receptores de manose. Aentrada do parasito através destes receptores ndo ativa o
mecanismo microbicida da célula hospedeira(ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL,
1999; MORALIS et al., 2015).

O LPG de Leishmania esta envolvido no processo de invasdao de promastigotas e
amastigotas em Leishmania major em macrofagos. Entretanto, algumas espécies de
Leishmania ndo possuem ou possuem pouca LPG na superficie das amastigotas
(VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002). Ap6és o contato com a célula
hospedeira, o LPG ¢ transferido do parasito para a membrana do macrofago, e parece
promover o bloqueio da sua ativacdo, inibindo a atividade da enzima proteina cinase C
(PKC). Desse modo, ndo ocorre a explosdo oxidativa do macrofago, beneficiando a

Leishmania(VIEIRA; SACERDOTI-SIERRA; JAFFE, 2002). A ligacao de promastigotas
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de Leishmania opsonizada por C3bi ao receptor CR3 do macrdfago leva a ativagdo de
uma proteina tirosina fosfatase(SHP1) que promove a desfosforilagdo de STAT-1,
interferindo na via de sinalizagdo que resulta na transcri¢do do gene IL-12p40, inibindo,
assim, a produgdo desta citocina pelo macrofago e consequentemente os mecanismos
microbicidas(DUTRA, 2010;MORAIS et al., 2015).

O LPG e gp63 possuem fungdes que se complementam. OLPG promove a
sobrevivéncia dos promastigotas pela inibigdo da fusdo do fagossomo com o lisossomo.
No entanto, se o fagolisossomo se formar, gp63 age impedindo a ag¢do de enzimas
lisossomais do macréfago(DUTRA, 2010;SHIO et al., 2015). A gp63 também ¢
responsavel pela ativacdo de proteinas tirosinas fosfatases, permitindo alteragdes nas vias
de sinalizag¢do e impedindo a ativacdo cléssica do macrofago por Interferon- gama (IFN-)
e consequentemente inibindo a produgado de Interleucina -12(IL-12),(TNF) e o6xido nitrico
(NO) pelos macréfagos. Além disso, a expressao e atividade de gp63 ¢ um fator para a
reducdo da secrecdo da citocina Interleucina -1B(IL-1B) e consequentemente essa redugao
¢ acompanhada de inibicdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), devido
ao impedimento da fosforilacio de PKC, responsavel pela explosdo oxidativa do
macrofago(SHIO et al., 2015).

A Leishmania suprime a atividade microbicida, producao de NO e ROS, apresentacao de
antigenos e modula a produgdo de citocinas nos macréfagos(GREGORY; OLIVIER,
2005). A infeccdo por Leishmania major em macrofagos peritoneais murinos permite a
supressdo da resposta inflamatoria induzida por Lipopolissacarideo (LPS), como a
producao de IL-12, IL-17 e IL-6 e ¢ capaz de aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B, TNF, MIP1a e MCP-1, além da citocina anti-inflamatéria IL-
10. Nesse sentido, Leishmania possui seletividade para “manipular” certas citocinas para
estimular um estado de ativacdo que permita sua sobrevivéncia (FILARDY et al., 2014;
PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).A inibicdo da producdo de IL-12 e TNF
pelos macrofagos pode contribuir para o chamado estado alternativo de ativacdo do
macrofago (M2). A IL-12 e o TNF sdo citocinas importantes para estimular a resposta
imune celular e consequentemente promover a resposta do tipo 1 pré-inflamatoria e ativar
o macrofago (VIGNALI; KUCHROOQ, 2008; MA et al., 2015).

Muitas moléculas de Leishmania contribuem para a adequacdo e a sobrevivéncia desses
parasitos dentro dos macrofagos (Tabela 2). As proteinas ortdlogas de mamiferos, como
proibitina e enzima Proteina cinase ortéloga (PKC-Like) tem uma importante papel na

captura do parasito. A proibitina interage com proteina do choque térmico de 70
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kilodaltons(HSP70) do hospedeiro presente na superficie do macrdéfago e faz parte do
complexo de reconhecimento que ¢ necessario para a ligacdo com os macrofagos. A
supreexpressao dessas proteinas aumenta a infectividade de promastigotas metaciclicas de
L. donovaniem macréfagos de linhagem J774.1(JAIN et al., 2010).A enzima PKC-like
(proteina cinase C ortéloga)em L. mexicana ¢ expressa durante a fase estacionaria da
Leishmania e possui uma atividade dependente de calcio e fosfatidilserina em macréfagos
peritoneais residentes murinos,tendo um importante papel na internalizacdo do
parasito(ALVAREZ-RUEDA; BIRON; LE PAPE, 2009).

Foi relatado em L. major que a produgdo da enzima mitocondrial inositol
fosfosfingolipideo fosfolipase C-Like(ISCL) ¢ responsavel pela degradagao de
esfingolipideos. Mutantes desta enzima tiveram uma menor taxa de sobrevivéncia em
macrofagos, indicando que ISCL ¢é necessario para a sobrevivéncia intracelular do
parasito no macréfago (ZHANG et al., 2012).A aldolase, presente em L. donovani, por
exemplo, liga e ativa SHP-1 de macréfagos e pode impedir a acidificagdo e permitir a
sobrevivéncia no ambiente hostil no fagolisossomo(NANDAN et al., 2007). Em
Leishmania major, a metionina sulféxido redutase A (MsrA) ¢ necessaria para a
resisténcia ao stress oxidativo, os parasitos mutantes nesta enzima exibem alta
sensibilidade ao peroxido de hidrogénio (H20O2) e uma baixa capacidade de replicagdo
destes parasitos(SANSOM et al., 2013)..

A L. donovani possui a enzima Arabino 1,4 lactona oxidase (ALO), envolvida na
biossintese da vitamina C. As promastigotas deficientes desta enzima induzem a produgao
de IFN- vy e TNF e sdo suscetiveis a ROS e RNI em macrofagos de linhagem J774A.1. Em
camundongos BALB/c promovem imunidade protetora contra Leishmania
donovani(ANAND; MADHUBALA, 2015). A triparedoxina peroxidase (TXNPx) ¢
secretada por algumas espécies de Leishmania € age como antioxidante e detoxifica
peréxidos, ROS e Radicais Intermedidrios de Nitrogénio (RNI) foi relatada em L.
piffanoi(KIMA et al., 2010), L. amazonensis (HENARD et al., 2014), L.
donovani(SUMAN et al., 2016). Outra enzima sequestradora de ROS, a Tioredoxina, ¢
induzida durante a infec¢@o e ¢ envolvida na estabilizacdo de proteinas tirosinas fosfatases
(PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). A habilidade da Leishmania alterar a
sinalizacdo do macrdéfago e conter a inflamacdo ¢ mediada pela cisteina protease B (CBP)
a qual foi relatada em L. braziliensis(GOMES et al., 2017). Foi identificado em
Leishmania major, genes ortdlogos da citocina MIF (fator inibitorio de migragdo de

macrofagos) que se liga ao receptor de MIF nos macréfagos e que possivelmente suprime
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o desenvolvimento de uma resposta protetora, manipulando a resposta do hospedeiro,

aumentando a exaustdo e deplecdo de células T protetoras, facilitando assim sua

sobrevivéncia (HOLOWKA et al., 2016).

Tabela 2. Fatores de sobrevivéncia intracelular de Leishmania e seu papel na interagdo

Leishmania- macrofago

GPB3

Descrigcdo

Metaloprotease dependente
de zinco

Papel na interagdo-
parasito hospedeiro

Ativa proteina tirosina
fosfatase
l IL-12, TNF, NO

Referéncia

SHIO et al., 2015

PKC- Like

Tioredoxina

Proteina Cinase C ortdloga

Aldolase frutose-bifosfato

Arabino 1,4 lactona oxidase

Enzima antioxidante

‘I Fagocitose do parasito

Ativa SHP-1
‘acidificaggo

1m5istencia a ROS
IL-12, TNF

ROs
Estabiliza SHP

ALVAREZ- RUEDA; BIRON; LE
PAPE, 2009

MNANDAN et al., 2007

ANAND; MADHUBALA, 2015

PODINOVSKAIA &
DESCOTEAUX, 2015

MIF

de macrofagos

1 Resposta protetora

HOLOWKA et al., 2016

Fonte: Adaptado de PODINOVSKAIA & DESCOTEAUX, 2015

As estratégias de evasdao dos mecanismos de defesa e sobrevivéncia

Leishmania, permitem o sucesso da infeccdo e

caracterizacdo das diferentes formas clinicas da leishmaniose.

consequentemente

intracelular de

influenciam a
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Formas clinicas e aspectos da resposta imune na leishmaniose

Dependendo de fatores como a espécie infectante e a resposta imune do hospedeiro,
aleishmaniose pode cursar diversas manifestacdoes clinicas, como a visceral, que ¢
conhecida como Calazar(a forma mais grave da doenga) e as formas tegumentares que se
classificam em:cutaneo-localizada, difusa, disseminada e mucosa. A tabela 3 mostra a
apresentacao clinica, sintomas, espécies e distribuicdo regional das diversas formas da
leishmaniose.

A leishmaniose visceral (Figura 5A)¢ causada por espécies viscerotropicas, com
acentuado tropismo do parasito pelo sistema fagocitico mononuclear do figado,
baco,medula ossea e tecidos linféides. Os principais sintomas sao constituidos de febre,
perda de peso, hepatoesplenomegalia,hipergamaglobulinemia, podendo ser fatal se ndo for
tratada em 95% dos casos(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014)A leishmaniose visceral
apresenta um desbalanco na resposta imune, com umperfil misto de citocinas, com
producdo de IL-10, IL-6, IFN-y e TGF-f (GOLLOB; VIANA; DUTRA, 2014).

A forma cutanea localizada (Figura 5B) caracteriza-se por lesdo, que, na maioria das
vezes, ocorre no local da picada do flebotomo, sendo o seu aspecto mais frequente na
forma de ulcera com bordas elevadas que pode ser Ginica ou multipla. A resposta imune
especifica nesta forma clinica da doenga ¢ intensa com linfoproliferagdo e producdo de
citocinas tipo I, (IFN-y, IL- 2 e TNF) (MENDONCA et al., 1986; PIRMEZ et al., 1993;
DA-CRUZ et al., 1996;CASTES; TAPIA, 1998), porém a resposta reguladora de citocinas
do tipo II também esta envolvida pela producdo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-B(
BARRAL ; BARRAL NETO, 1994; SALHI et al., 2008),sendo assim, esta forma da
doenca mostra um equilibrio entre as respostas do tipo 1(Thl) e 2 (Th2). Pacientes com
leishmaniose cutdnea que evoluem para a cura, apresentam uma resposta especifica de
células T aos antigenos de Leishmania com uma grande producao de IFN-y (CARVALHO
et al., 1995), IL-17 e CXCL-11(MOAFI et al., 2016), no entanto apresentam também
mecanismos de regulacdo como alta producdo de IL-10,permitindo um equilibrio e
controle do parasito, sem promover danos teciduais (GOMES-SILVA et al., 2007) e
também prevenir o desenvolvimento da forma mucosa da doenca(GOMES et al., 2016). As
principais espécies envolvidas nesta forma clinica sdo L. braziliensis,L. amazonensis e L.

guyanensis no Brasil e L. major em paises do velho mundo.
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Tabela 3. Apresentagdo clinica, sintomas, principais espécies e dareas afetadas pela

Leishmaniose
Apresentacdo . ., .
Clinica Sintomas Espécies Areas (Paises)
Letshmarniose Febre prolongada, esplenomegalia, L donovani Indiz, Bangladesh, Nepal,
Visceral hepalomegalia, pancitopenia, anemia progressiva Afnca
& perda de peso. L infanfum Regiao do Mediterranen,
Améncado Sul e Central.
L siamensis Taildndia
Leishmaniose Dérmica Dermatite grave com lesbes cutdneas e placas L donovanr Leste da Afnca, India,
Pas Calazar pelo corpo confendo o5 parasitos Bangladesh, Mepal
Leishmaniose cuténea Papulas enternatosas no stio da picadado mseto L selfuopica, L kilickr, L mayor, Sul da Europa, Oriente
Vietho Mundo) vetor, podendo evoluir para uma formamais L fropica, L fwvanica Medio, Sudeste da Asia e
grave. Afnca
Letshmaniose cutdnea Papulas enternatosas no sitio da picada do inselo L amazones:s, L brazibensis, Aménca Central e do Sul
(Mowo Mundo) vetor, podendo evolar para uma forma mais grave L colombiensis, L guyanensis,
L mexicana, L panamensis, L
peruviana, L venszueiensis,
L pifanoi
Leismaniose LesBes destnutivas e desfigurastes emmucosado L aethiopica L braziiensis, L Etifpia, Aménca Central e
Mucosa sistema respiratrio superior guyanensis, L panamensis do Sul.

Fonte: Adaptado de NAGLE et al., 2014.

A leishmaniose cutaneo- difusa (LCD) (Figura 5D) ou anérgica difere-se de outras formas
clinicas da leishmaniose tegumentar americana por apresentar lesdes ndo ulceradas,
repletas de parasitos e apresentar fraca ou ausente resposta celular do tipo 1. A auséncia
dessa resposta impede o controle da multiplicagdo do parasito, facilitando a disseminagado
das amastigotas pelo tegumento.No Brasil essa forma da doenca ¢ causada
principalmentepela espécie L.amazonensis. Pacientes com LCD ndo respondem ao teste de
hipersensibilidade aos antigenos do parasito.Observa-se a auséncia da producao de IFN-y
por células mononucleares do sangue periférico, em contraste um aumento da expressao da
IL-10 (PIRMEZ et al., 1993; GUIMARAES et al., 2005), e elevada expressio de
mediadores antiinflamatorios como TGF-f e arginase I e niveis reduzidos de TNF-a e IL-
12 (FRANCA-COSTA et al., 2015). As lesdes se apresentam como papulas, eritemas,
nodulos, infiltragdes e aspecto tumoral.O LPG de Leishmania possui afinidade com o
receptortoll like 2(TLR) 2 e ativa as cé€lulas Natural killers ( NK) humanas(BECKER et
al., 2003). As células NK tem um papel importante na patogénese desta forma da doenga,

j& que, pacientes com a forma cutidneo-difusa, mostraram uma redu¢do do numero
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dessascélulas, em relagdo aos pacientes com a forma localizada e também uma produgdo
diminuida de IFN-y e TNF-q, associadas com a uma baixa expressao de receptores TLR2,
TLR1 e TRL6.Além disso, nas lesdes desses pacientes pode-se observar uma diminui¢ao
da producao destas citocinas, aliada a baixa expressdo de receptores que pode estar
relacionado com a severidade da doenca (CANEDA-GUZMAN et al., 2014).

A leishmaniose disseminada ou cutinea disseminada (Figura 5E)¢ caracterizada por
multiplas lesdes papulares, acometendo varias partes do corpo do individuo, com
frequéncia na face e no tronco. Geralmente inicia-se com uma ou varias lesdes localizadas,
que apresentam caracteristicas classicas de ulcera de fundo granuloso e borda elevada, e
posteriormente ao aparecimento destas lesdes ocorre o aparecimento de lesdes distante da
picada, possivelmente pela disseminacao do parasito pela via hematica (BARRAL; 2011).
Esta forma da infeccdo estd frequentemente associada as espécies L. braziliensis, L.
amazonensis, L.guyanensis e L.panamensis. Pacientes com leishmaniose disseminada
apresentam, em sua maioria, teste de hipersensibilidade ao antigeno positivo, embora tenha
sido relatado células mononucleares do sangue periférico com baixa resposta
linfoproliferativa (CARVALHO et al., 1994).Além disso, ha pouca producdo de IFN-y e
TNF e altos niveis de IL-10 comparando com pacientes com leishmaniose cutanea
(TURETZ et al., 2002; GUIMARAES et al., 2005).

A diminui¢do de citocinas do tipo 1 nas células do sangue periférico pode estar
relacionado a migracao de células reativas para o sitio da lesdo, diminuindo a resposta do
tipo I nas células do sangue periférico.O fator idade também modifica a resposta
imunologica e apresentagdo clinica da leishmaniose tegumentar. Um estudo mostrou que
células mononucleares do sangue periférico de pacientes idosos produziam TNF de forma
similar a pacientes jovens, no entanto, a produ¢do de IFN-y era menor e a producdo de IL-
10 maior, sugerindo que essa diminui¢do de IFN-y e o aumento da IL-10 observada em
pacientes idosos podem contribuir para a persisténcia do parasito e a disseminagao por L.
braziliensis(CARVALHO et al., 2015).

A forma mucosa da doencga ¢ considerada uma das formas mais graves, afetando a mucosa
das vias aéreas superiores, podendo evoluir para destruicdo das cavidades oral e
nasal(Figura 5C).Com frequéncia, a forma mucosa ¢ precedida a lesdes cutaneas(GOTO;
LINDOSO, 2010). A lesao mucosa tardia ou forma mucosa metastatica € caracteristica da
infecc@o por espécies do subgénero Viannia, principalmentel. braziliensis, mas também

por L. guyanensis e L. panamensis(NAIFF; TALHARI; BARRET, 1988; OSORIO;
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CASTILLO; OCHOA, 1998; AMATO et al., 2008;). O surgimento deste tipo de lesdo ¢
em geral, alguns anos apds a lesdo cutanea. No entanto, estudos recentes tem mostrado
que as lesdes podem surgir concomitantemente (COSTA et al., 2014).

Os pacientes com leishmaniose mucosa exibem uma resposta exacerbada ao teste de
hipersensibilidade ao antigeno. Essa hipersensibilidade aos antigenos de Leishmania
também pode ser verificada em ensaios de linfoproliferacdo in vitro. Com a producao
aumentada de IFN-y e TNF, associada a baixos niveis de IL-10 (DA-CRUZ et al.,
1996;(BACELLAR et al., 2002; NONATO et al.,, 2014). Aparentemente ocorre uma
resposta inflamatdria intensa, sem que ocorra uma regulacao adequada, gerando destruigdo
tecidual. A citocina IL- 10 pode modular a expressao de TNF em células de pacientes com
leishmaniose cutinea, controlando o processo inflamatorio.Os pacientes com a forma
mucosa da doenga, apresentam baixos niveis de IL-10, com uma producdo de citocinas
pré-inflamatorias elevada, contribuindo para o processo inflamatério e suprimindo a
producdo desta citocina (SCHRIEFER et al., 2002). Além disso, a citocina IL- 17 ¢
produzida por células mononuclearesdo sangue periférico de pacientes com leishmaniose
mucosa e esta presente nas lesdes desses pacientes,o que contribui para a inflamagao, pois
induz o recrutamento de neutrofilos e aumento de mediadores inflamatorios como IL-1, IL-
6 e TNF(BOAVENTURA et al., 2010;MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).

Nos ultimos anos, estudos experimentais relacionaram a presenca do virus RNA 1 de
Leishmania (LRV1) presente nosubgénero Vianniacom a severidade das lesdes mucosas.
Este virus ¢ reconhecido pelo receptor TLR3 do hospedeiro, que induz a producdo de
citocinas e quimiocinas inflamatorias, contribuindo para o agravamento da
lesio(HARTLEY et al., 2012; IVES et al., 2012). Um estudo clinico em Rondonia
demonstrou, que entre 147 pacientes, 71% possuiam o LRV1 em Leishmanias isoladas
das lesdes mucosas, corroborando a hipotese de associacdo entre o LRV1 e a ocorréncia
desta forma da doenca(CANTANHEDE et al., 2015). Do mesmo modo, foi demonstrado
uma correlacdo entre a presenga de LRV1 e as caracteristicas clinicas da severidade da
leishmaniose mucosa nasal (ITO et al., 2015). Também foi a relatada a presenca do virus
em 74% das amostras isoladas de pacientes infectados com Leishmania, na Guiana
francesa (GINOUVES et al., 2016).

Em uma regido endémica para L. braziliensis no Brasil, denominada Corte da Pedra, na
Bahia, pacientes com leishmaniose tegumentar apresentaram lesdes atipicas, apresentando

muitas lesdes na cabeca e pescogo e também apresentaram falha ao tratamento
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convencional, denominando essa forma da doenga como leishmaniose tegumentar atipica

(GUIMARAES et al., 2016).

Figura 5. Apresentacdes clinicas da Leishmaniose

Legenda-(A) Leishmaniose visceral; (B) Leishmaniose cutinea; (C) Leishmaniose mucosa;
(D)Leishmaniose difusa e (E) Leishmaniose disseminada.
Fonte: Adaptado de Machado et al, 2010 e OMS 2016.

Modelos experimentais para leishmaniose tegumentar

Para o estudo da resposta imune, a interacdo parasito-hospedeiro, a patogéese da
doenga,assim como avaliagdo pré-clinica de vacinas e decandidatos a farmacos, ¢ de
extrema importancia a utilizacdo de modelos experimentais na leishmaniose.

Nos tltimos 40 anos, modelos murinos para a leishmaniose tegumentar americana, tem
sido extensivamente empregados para melhor compreeender os tipos celulares, citocinas
envolvidas, cascata de transdugdo de sinais e mecanismos efetores antileishmania. Esses
estudos sdo essenciais para entender os mecanismos de controle do parasito, assim como
a resolugdo da doenga, desenvolvimento de vacinas e novos farmacos(BOGDAN;

ROLLINGHOFF, 1998; MOURA et al., 2005).
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A variedade de modelos animais para a leishmaniose reflete a complexidade da relacio
parasito-hospedeiro. Os modelos in vivo se diferem na resposta imunoldgica e a maneira
como a doenga se apresenta clinicamente (DUTRA & DA- SILVA, 2017).

Um modelo animal ¢ considerado valido quando segue alguns parametros tais como:
apresentacdo da doenca e manifestagdo clinica, patogénese e resposta imunologica.
Portanto, para fazer parte de estudos pré—clinicos, o modelo deve representar bem a doenca

humana(MEARS et al., 2015; LORIA CERVERAZ & ANDRADE-NARVAEZ).

Modelo de infeccdopara L. major

O camundongo ¢ o modelo experimental mais estudado, devido a existéncia de linhagens
inbred, ou isogénicos, que sdo geneticamente iguais. Desta forma ¢é possivel a
experimentacdo sem muitas variacdes entre os animais, diferente de outros modelos
animais(SZATKIEWICZ et al., 2008). Em contrapartida, dependendo do microorganismo
da infecgdo de interesse, o camundongo pode ndo ser um bom modelo (DUTRA & DA-
SILVA, 2017).

O principal modelo utilizado no estudo da leishmaniose tegumentar ¢ o modelo
camundongo infectado comL. major.Uma vez que ¢ bem estabelecido os mecanismos de
resisténcia e suscetibilidade a infecgdo através das cepas de camundongos C57BL/6 e
BALB/c(SCOTT et al.,, 1988; AGUILAR-TORRENTERA; CARLIER, 2005). O fato
destas cepas se constituiremde animais inbred, facilita os estudos imunologicos e também
pode contribuir para a avaliacdo de farmacos. Nestes modelos de infeccdocom L. major,a
suscetibilidade ¢ relacionada ao desenvolvimento de lesdes associada a resposta do tipo 2
e a resisténcia associada a resposta do tipo 1 (SCOTT et al., 1988; LOCKSLEY; SCOTT,
1991)(Figura 6). Os animais resistentes, os camundongos C57BL/6, desenvolvem lesdes
pequenas e auto-limitadas que se curam espontaneamente em torno de 10-12 semanas. Em
contraste, os camundongos suscetiveis BALB/c desenvolvem lesdes grandes ulceradas,
levando a metastase e eventual morte ( NASSERI & MODABBERI, 1979).

A suscetibilidade de camundongos BALB/c leva a um desenvolvimento severo e
progressivo das lesdes e eventual morte ( NASSERI & MODABBERI, 1979; MEARS et
al., 2015), respondendo com aumento de citocinas anti- inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-
10 e TGF-B(MOSMANN et al., 1986; AGUILAR-TORRENTERA; CARLIER, 2005;
SACKS& NANCY, 2002). J& o perfil de resisténcia dos camundongos C57BL/6 estd
associado com o aumento da resposta Tipo 1, com aumento da producdo de citocinas

pro-inflamatdrias como IFN-y e TNF-a, que estimula a sintese da enzima 6xido nitrico
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sintase induzivel (iNOS), levando a produgdo de NO e controle dos parasitos(SCOTT et
al., 1988; LIEW; WEIL; PROUDFOOT, 1997, OLEKHNOVITH & BOUSSO, 2015).

A suscetibilidade do modelo BALB/c esta ligada ao ndo desenvolvimento de uma resposta
Th1.Estudos apontam um papel importante das citocinas IL-4 e IL-13 na suscetibilidade
da infecgao,pois a IL-4 ¢ capaz de regular negativamente a producdo de IL-12. O receptor
IL-4Ra ¢ um receptor comum nos complexos de sinalizagdo de IL-4 e IL-13 e mostrou ser
um importante fator de suscetibilidade durante a infec¢do(MOHRS et al.,, 1999;
RADWANSKA et al.,, 2007). Entretanto, esses resultados sdo controversos, visto que
apesar da IL-4 e IL-13 serem importantes, essas citocinas ndo sao as principais mediadoras
da suscetibilidade (JONES et al., 1998; BIEDERMANN et al., 2001;RADWANSKA et al.,
2007). Além disso, também foi identificada uma insuficiéncia em responder a citocina IL-
12, em funcdo de uma baixa regulacdo da expressdo do receptor para IL-12 (IL-12RB2)
(HONDOWICZ et al., 1997; PARK et al., 2002).

Foi demonstrado também que essa suscetibilidade estd atribuida a uma insuficiéncia de
células TCD4 em expressar o receptor para quimiocinas CXCR3, consequentemente, nao
ocorre o recrutamento de outras células produtoras de IFN-y para o sitio das lesdes. Por
outro lado a resolugdo da infeccdo em camundongos C57BL/6 foi associada a um aumento
da propor¢cdo de células T expressando CXCR3 nas lesdes e linfonodos (BARBI;
BROMBACHER; SATOSKAR, 2008). No entanto, um estudo que utilizou camundongos
BALB/ctransgénicos superexpressando o receptor CXCR3, demonstrou que a expressao
desse receptor exacerba o curso da infec¢ao por L. major e que a expressao transgénica de
CXCR3 em células T, resultou em um aumento de neutrofilos nos linfonodos drenantes
apos a infeccdo por L.major. Além disso, o aumento norecrutamento de monocitos
inflamatoérios, € uma alta producdo de IL-10 pelas células do linfonodo ¢ fator que inibe a
maturacao de macréfagos, contribuindo consequentemente para a suscetibilidade, visto que
mondcitos possuem menor capacidade leishmanicida (OGHUMU et al., 2015).

Foi demonstrado também que em camundongos BALB/c, os linfécitos B com
fenotipo regulatério (CD1d+ CD5+) também estdo envolvidos na polarizagdo da resposta
Thy e consequente suscetibilidade a infeccao por L. major(RONET et al., 2008;RONET et
al., 2010).

O modelo de resisténcia a Leishmania major, C57BL/6, desenvolve lesdes que se curam
espontaneamente e isso estd associado com o desenvolvimento de uma resposta Thl, com
aumento de citocinas pro-inflamatorias, como relatado anteriormente. Consistente com

esses conceitos, sabe-se que a ablacdo genética de citocinas tipo 1 (IL-12, IFNy- e TNF),
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receptores (IFN-yR), fatores de transcricio (T-BET, STAT-4), ou moléculas co-
estimulatérias (CD40-CD40L), levam a suscetibilidade a Leishmania major(KARP;
JENKINS; SACKS, 2014).

Estudos demonstraram que a auséncia de TNF ou o receptor para TNF (TNFR) em
camundongos C57BL/6, fazem estes animais desenvolverem uma resposta Thl funcional,
capaz de controlar a carga parasitaria(KANALY et al.,, 1999;NASHLEANAS; SCOTT,
2000; CHAKOUR et al., 2003).Entretanto, esses animais sdo incapazes de curar as lesoes,
indicando que o TNF também ¢ muito importante na resolugdo da lesdo
inflamatoria(ALLENBACH et al., 2008).

Sabe-se que a citocina IL-12 ¢ uma citocina chave para a geragdo de uma resposta imune
Thl. AIL-12p70 ¢ secretada por células apresentadoras de antigeno e éformada pelas
subunidades IL12p40 e IL12p35(TRINCHIERI & KASTELEIN, 2003). Foi relatado que
camundongos deficientes nessas duas subunidades s3o incapazes de controlar a
infeccio(PARK et al., 2002).E necessario também que ndo somente a IL-12 inicie o
desenvolvimento da resposta Thl, mas que também essa resposta seja mantida durante a
infeccdopara que se desenvolva uma produgdo células Thl efetoras e produtoras de
IFNy(PARK; HONDOWICZ; SCOTT, 2000;PARK et al., 2002;PAKPOUR; ZAPH;
SCOTT, 2008).As células dendriticas tem um importante papel no controle da infeccao,
pois, produzem IL-12 e direcionam uma resposta local Thl, em camundongos
C57BL/6(ASHOK et al., 2014;MARTINEZ-LOPEZ et al., 2015).

Alguns estudos também demonstraram o papel dos receptores (TLR) e da molécula
adaptadora MyD88. Os camundongos deficientes de MyD88, foram altamente suscetiveis a
infec¢do por L. major, montando uma resposta Th2 (MURAILLE et al., 2003). O TLR9
mostrou-se ter um importante papel no controle da infeccdo in vivo(LIESE;
SCHLEICHER; BOGDAN, 2007). Camundongos deficientes em TLR2 e TLR4
apresentaram lesdes maiores do que camundongos controles selvagens, sugerindo que a
deficiéncia de TLR2 permita a exacerbac¢ao da doenca e da carga parasitaria, direcionando

para uma resposta imune do tipo Th2 (HALLIDAY et al., 2016)
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Figura 6. Esquematizacdo do perfil de células e citocinas envolvidas no padrio de

resisténcia e suscetibilidade durante a infec¢do por L. major
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Legenda : Padrdo de suscetibilidade e resisténcia na infecgdo experimental por L. major
Fonte:Leishmanias e a Leishmaniose Tegumentar das Américas, 2012.

Modelo de infeccao para L. braziliensis

O modelo hamster tem sido utilizado para o estudo da leishmaniose visceral (Figura 7)

pois reproduz em muitos aspectos a doenga humana, inclusive em testes de farmacos e

candidatos a vacinas (MELBY et al., 1998;KHARE et al., 2016; PAIK et al., 2016).

Estudos relacionados a resposta imune, mostraram que na primeira semana de

infec¢do por L. donovani em hamsters, havia uma alta expressdo de RNAm de citocinas

do tipo 1 como IL-2, [FN-y, TNF e IL-12. A expressdo de IL- 4 ndo foi aumentada em

resposta a infec¢@o, no entanto, havia uma alta expressdao de IL-10 e TGF- B, sugerindo a

contribuicao na progressao da doenga (MELBY et al., 2001)
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Poucos estudos experimentais tem sido conduzidos empregando-se parasitos do
subgénero Viannia. Essa escassez deve-se ao fato da maioria de linhagensmurinas,mesmo
quandoinoculadas com grande numero de parasitos, mostram-se resistentes a essas
espécies(MOURA et al., 2005; SALAY et al., 2007). Em camundongos BALB/c,as lesdes
progridem até a quartasemana de infec¢doe depois regridem espontaneamente, dificultando
estudos de acompanhamento da lesdo a longo prazo, como € o caso de testes de farmacos
ou de vacinas.

O animal que representa melhor a leishmaniose tegumentar humana causada por
L.braziliensisé o hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus). Esses animais sao mais
suscetiveis a infeccdo e reproduzem tanto a forma clinica quantoas
caracteristicashistopatoldgicas da doenca humana (KAHL et al., 1991;GOMES-SILVA et
al., 2013;(RIBEIRO-ROMAO et al., 2014; MEARS et al., 2015). Por ser considerado um
modelo outbred ¢ esperado que caracteristicas individuais tenham um importante papel nas
diferentes respostas clinicas da doenga, o que também representa a doenga humana.

Um estudo com 34 hamsters infectados com L. braziliensis demonstrou que esses
animais apresentaram Ulceras similares as observadas na leishmaniose tegumentar
americana. Achados histopatoldgicos do linfonodo mostraram reagao granulomatosa, com
macrofagos contendo amastigotas. Os linfocitos do sangue proliferaramin vitro na
presenca do antigeno e o aumento da lesdo foi proporcional ao peso do baco (GOMES-
SILVA et al., 2013). O in6culo com diferentes concentragdes de L. braziliensis neste
modelo animal gera diferencgas no tempo de surgimento das lesdes, na apresentagao clinica
e no comprometimento sistémico. A alta concentragdo do indculo contribui para o dano
tecidual e esta associado com a visceralizagdo de L. braziliensis. Mesmo sem diferengas
na carga parasitaria do tecido da lesdo e do linfonodo e nos niveis de IgG, ha um aumento
na expressio de IFN-ynestes tecidos.(RIBEIRO-ROMAO et al., 2014). Comparativamente,
foi observado um aumento da expressdo de RNAm de TGF-B, IFN-y, iNOS, TNF, IL-4 e
IL-10 e diminuicdo da expressdo da Arginase na lesdo em relacdo ao linfonodo. Esses
achados sugerem um perfil misto de citocinas do tipo 1 e 2, indicando que esse balanco
favorece a cronicidade da doenca(RIBEIRO-ROMAO et al., 2016).(Figura 7).

Embora o hamster seja considerado um bom modelo, existem limita¢cdes relacionadas ao
maior custo de manutencdo e, principalmente, a escassez de reagentes especificos,

sobretudo anticorpos.
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Figura 7. Esquematizacdo do perfil de citocinas do modelo Mesocricetus auratus na

infeccdo por L.donovani e L.braziliensis
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Legenda. Esquematizagdo do perfil de citocinas do modelo Mesocricetus auratusna infec¢do por L. donovani
e L. braziliensis. Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar experimental.

Fonte: MELBY, 2001; GOMES-SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMAO et al, 2014; 2016.

TRATAMENTOS DA LEISHMANIOSE

Farmacos de uso clinico

O tratamento das leishmanioses iniciou-se em 1912, quando o médico brasileiro Gaspar
Vianna introduziu o uso do tartaro emético, um antimonial trivalente. Os antimoniais sofreram
mudancas para diminuir os efeitos toxicos até o surgimento dos antimoniais pentavalentes. O
antimoniato de meglumina ou Glucantime e o estibogluconato de sodio, ou Pentostam, tem
sido utilizados no tratamento das leishmanioses ha mais de 60 anos como farmacos de
primeira escolha em varios paises(WHO, 2010). Otratamento com antimoniais pentavalentes,
possui efeitos toxicos, tempo terapéutico longo, e crescente resisténcia do parasito(GROGL;
THOMASON; FRANKE, 1992; SUNDAR, 2001; CROFT & COOMBS, 2003; PEREZ-
FRANCO et al., 2016) (Tabela 4).



39

No Brasil, o ministério da saude disponibiliza gratuitamente o antiomoniato de meglumina
(Glucantime®), na rede publica de saude, como medicamento de primeira escolha, exceto
gestantes e pacientes coinfectados com HIV. Nao havendo resposta satisfatoria com
otratamento com este antimonial,os medicamentos de segunda escolha sdo a anfotericina B e o
isotionato de pentamidina e recomenda-se o esquema terapéutico padronizado pela

Organizacdo Mundial de Saude.

O mecanismo de acdo dos antimoniais ainda nao esta totalmente estabelecido, mas sabe-se
que age na forma amastigota e depende da reducdo do antimonio pentavalente em trivalente,
dentro do macréfago. O modo de agdo envolve a inibi¢do da via glicolitica; de oxidagdo de
acidos graxos e também a inibicdo da tripanotiona redutase(CROFT; COOMBS, 2003;
AMATO et al.,, 2008; MISHRA; SAXENA; SINGH, 2012)(Tabela 4). Sabe-se que os
antimoniais também sdo capazes de modular a resposta de fagdcitos aumentando a fagocitose
e fazendo com que estes aumentem a produg¢do de TNF e consequentemente a produgdo de
NO, o que pode contribuir para uma resposta terapéutica mais eficaz(MUNIZ-JUNQUEIRA
& DE PAULA-COELHO, 2008; DE SALDANHA et al., 2012).

A anfotericina ¢ um antibiotico poliénico que possui atividade antifungica e leishmanicida. A
administracao da anfotericina B ¢ intravenosa e as reacdes adversas incluem calafrios, febre,
associada a miocardite e nefrotoxicidade (Tabela 4). As formulacdes da Anfotericina B
como:anfotericina B lipossomal (AmBisome®), anfotericina B com dispersdao coloidal
(Amphocil ®) e anfotericina B complexo lipidico (Abelcet ®) foram desenvolvidas para
reduzir os efeitos adversos e melhorar a farmacocinética e biodisponibilidade do farmaco.
Embora apresentando uma menor toxicidade, estas formulagcdes tém limitagdes, como por
exemplo, o alto custo e a instabilidade a temperaturas mais altas (o que exige refrigeragao).
Esses fatores inviabilizam seu uso em areas endémicas(DORA & SOUZA, 2005;
BALDOMINOS; GONZALEZ; MARI, 2015).0 mecanismo de acdo da anfotericina B
envolve sua ligagdo ao ergosterol, principal esterol presente na superficie da Leishmania, com
consequente alteragao de permeabilidade de membrana e do equilibrio osmotico do parasito

(MINODIER & PAROLA, 2007; MUKHERJEE et al., 2010; CROFT; OLLIARO, 2011)

A pentamidina ¢ uma poliamina derivada da amidina, eficaz contra varios protozodarios
patogénicos, incluindo Leishmania. Na Guiana Francesa, ¢ considerada a droga de primeira
escolha, onde mais de 90% das infec¢des sdo causadas por L. guyanensis (MONGE-MAILLO;
LO'PEZ-VE'LEZ, 2013). No Brasil, ensaios clinicos apontaram uma boa eficicia nos casos

adquiridos no Brasil por L. guyanensis(GADELHA et al., 2015).A pentamidina interfere na
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sintese do DNA do parasito, modificando a morfologia do cinetoplasto(MURRAY et al., 2005;
DE MENEZES et al, 2015).Seus efeitos toxicos incluem dores, nauseas,vOomitos,

hipertensao,diabetes, mialgia e ¢ uma terapia de alto custo(DE MENEZES et al., 2015).

A miltefosina ¢ um fdrmaco que inicialmente foi utilizado na terapia antitumoral,mas na
década de 80 foi testado ¢ mostrou-se ativa contra Leishmania(CROFT& ENGEL, 2006;
MONGE-MAILLO& LOPEZ-VELEZ, 2015). E o primeiro medicamento utilizado pela via
oral reconhecido para o tratamento das leishmanioses. Em 2002, foi registrado para o
tratamento da leishmaniose visceral na India, onde ¢ utilizado como farmaco de primeira
escolha para essa forma clinica(BERMAN, 2008;DE MENEZES et al., 2015). Em 2013, O
comité de food and drugs administration (FDA), votou a favor da miltefosina para o
tratamento de leishmaniose visceral causada por L. donovani, leishmaniose cutdnea e mucosa
causada por membros do subgénero viannia (L. braziliensis, L. guyanensis e L.panamensis)
.Em marg¢o de 2014, o FDA aprovou o uso da miltefosina para o tratamento da leishmaniose
tegumentar e visceral empacientes maiores de 12 anos (FDA, 2014).No Brasil, em novembro
de 2016,0s membros da CONITEC (Comissdo nacional de incorporagdo de tecnologia no
SUS) presentes na 50° reunido extraordindria, decidiram por unanimidade recomendar a
incorporagdo da miltefosina para o tratamento de pacientes com leishmaniose tegumentar
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Recentemente, foi aprovado pelo ministério da
agricultura, para o uso na leishmaniose visceral canina, com a denominagdo de Milteforan®.0O
mecanismo de agdo da miltefosinaenvolve o metabolismo de lipideos do parasitoe
consequentemente causando a sua morte por apoptose(PARIS et al., 2004; VERMA; DEY,
2004; VERMA; SINGH; DEY, 2007). Entretanto, alguns estudos mostram que a miltefosina
age também modulando a resposta demacrofagos de camundongos BALB/c infectados com L.

donovanie L. amazonensis(WADHONE et al., 2009; PONTE et al., 2012).

No Brasil, em um estudo clinico que visou avaliar a eficacia da miltefosina na leishmaniose
cutanea causada por L. braziliensis em adultos e criancas, observou-se uma melhor eficacia
apés o tratamento com a miltefosina em comparagdo ao tratamento com antimonial. Os
pacientes maiores de 12 anos apresentaram uma melhor resposta ao tratamento com a

miltefosina (MACHADO et al., 2010).

Os efeitos adversos da miltefosina estdo relacionados ao trato gastrointestinal, levando a
sintomas como: anorexia, diarreia, vOmitos. Estudos experimentais indicam riscos
embriotoxicos, fetotdoxicos e teratogénicos, sendo contra - indicada para mulheres gravidas

(MONGE-MAILLO & LOPEZ-VELEZ, 2015).
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Tabela 4. Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose ¢ seu modo de agao

Farmaco Vantagens Desvantagens Mecanismo de acdo
Antimoniais -Baixo custo Resisténcia na India- -Inibigéo da via glicolitica
pentavalentes -E permitido o uso em Comprometimento -oxidacdo de acidos graxos

associagdo com cardiaco - Inibigdo da tripanotiona
anfotericina para gestante | Artralgia, mialgia, redutase
e idosos toxicidade renal e hepatica | (CROFT; COOMBS, 2003)
Anfotericina B Eficaz contra cepas Internagdo Ligagdo aos ergosterol
desoxilato resistentes ao antimonio Miocardite -Alteracdo permeabilidade
Toxicidade renal de membrana, equilibrio

osmotico do parasito
(MINOIDER &PAROLA, 2007)

Anfotericina B N&o ha casos de resistencia | Alto custo
lipossomal Eficaz com baixa toxicidade | Toxicidade renal
Pentamidina Uso eficaz em associagdo Toxicidade renal Interferéncia na sintese de
em baixas doses Miocardite DNA do parasito
Diabetes Mellitus (MURRAY et al., 2005)
Miltefosina Tratamento oral -Toxicidade figado e rins Metabolismo de lipidieos
ComplicacBes Morte do parasito por
gastrointestinais apoptose
Contra indicado para (PARIS et al., 2004)
gestantes
Paromomicina Baixo custo Ototoxidade reversivel Afeta o potencial de
Possibilidade de uso tépico | Dor no local da injegéo membrana mitocondrial;
hepatotoxicidade inibe sintese de proteinas

{JHINGRAN et al.,2009)

Fonte:Adaptado de NAGLE et al., 2014.

A paromomicina ¢ um antibiotico, utilizado para infec¢des bacterianas cuja atividade anti-
leishmania foi estudada na década de 1960, demonstrando sua atividade em estudos clinicos
(MATTOCK & PETERS, 1975; MISHRA; SAXENA; SINGH, 2012). Em 2006, seu uso foi
licenciado na India para tratamento de pacientes com leishmaniose visceral e ja foi utilizada
como uso topico na leishmaniose tegumentar causada por L. major,L. tropica e L.
aethiopica(RICHARD; WERBOVETZ, 2010). Entretanto, atualmente o uso topico na
leishmaniose tegumentar ndo ¢ recomendado, exceto em casos de infec¢do com L. mexicana,
ou pela possibilidade de desenvolvimento de lesdes mucosas em pacientes infectados por L.
braziliensis ou L. panamensis(REITHINGER et al., 2007). O esquema terapéutico ¢ de 15 mg/

kg dia para uso topico, durante 21 dias ou 20 mg/kg, para uso intramuscular, durante 17 dias,
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para leishmaniose visceral. Os principais efeitos incluem severa nefrotoxidade, ototoxidade e
hepatotoxidade (DE MENEZES et al., 2015).

O modo de agdo da paromomicina em Leishmania ainda ndo ¢ totalmente elucidado,
sabe-se que em bactérias, inibe a sintese de proteinas através de sua interagdo com
subunidades de RNA ribosomal (DAVIS, 1987). Em Leishmania estudos tem revelado que a
paromomicina afeta o potencial de membrana mitocondrial, inibindo a sintese de proteinas,
alterando a fluidez de membrana e o metabolismo de lipideos (JHINGRAN et al., 2009). Ja
foram relatadas, em estudos experimentais cepas de Leishmania resistentes a paromomicina
(BHANDARI et al., 2014; HENDRICKX et al., 2014).

O arsenal terapéutico para a leishmaniose ainda possui muitas limitagdes, como as vias de
administracao utilizadas, a toxicidade, a adesdao dos pacientes, o custo do tratamento, além do
surgimento de cepas resistentes aos medicamentos. Desta maneira, ¢ necessario o incentivo a
descoberta de novos farmacos, a fim de reduzir os efeitos toxicos e tornar o custo acessivel,
sobretudo em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, que apresentam

endemicidade.

FARMACOS EM ESTUDO

Terapia combinada e reconducdo de farmacos

A terapia combinada consiste no uso de dois ou mais firmacos com efeitos aditivos e
sinergisticos, € mecanimos de acdo distintos. O objetivo é aumentar a eficacia terapéutica,
possibilitantoreduzir a dose e a duragdo do tratamento, que resulta em menor toxicidade
(OMS,2010;TRINCONI et al., 2014).A DNDi (Drugs of neglected diseases iniciative),
incentivou novos estudos de esquemas de terapia combinada.

Em 2010, A DNDi recomendou o uso da combinag¢do do estibogluconato de sodio e
paramomicina como tratamento de primeira linha na Africa Oriental. Em 2015, esse
esquema de tratamento indicou um indice de cura de 86% em 6 meses(ATIA et al.,
2015),porém, neste mesmo estudo, um numero relevante de pacientes co-infectados com
HIV, gestantes e portadores de insuficiéncia renal, foram excluidos do estudo, indicando a
necessidade de pesquisas por novas drogas. Na India, a combinagdo da anfotericina B com
miltefosina e / ou paromicina em pacientes com leishmaniose visceral, obteve resultados
satisfatorios e todas as combinagdes testadas foram bem toleradas, sendo 95 % mais
eficazes do que o tratamento com somente um medicamento (SUNDAR et al., 2011). Um

outro estudo na India recomendou uma dose unica de anfotericina B® lipossomal como
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primeira opg¢do de tratamento, junto com a terapia combinada de paromicina e miltefosina
abandonando a monoterapia com miltefosina (TEMPONE et al., 2017).

O allopurinol, um medicamento oral utilizado na terapia contra a gota, mostrou-se
eficaz, na leishmaniose causada por L. major, em um tratamento combinado usando a
metade da dose do antimonial (MOMENI &AMINJAVAHERI2003). A diminuicao das
doses do antimonial, 8mg/kg/dia combinado com o allopurinol, mostrou-se mais efetivo do
que o antimonial ou o allopurinol administrados isoladamente (ESFANDIARPOUR &
ALAVI, 2002). O allopurinol age no metabolismo de purinas, bloqueando a via das
purinas em amastigotas de Leishmania, causando a morte do parasito(BALANA-FOUCE
et al., 1998). Nos ultimos anos, foram realizados estudos utilizando o allopurinol em
terapia combinada com a miltefosina na leishmaniose visceral canina, demonstrando uma
maior eficacia(MANNA et al., 2015; PROVERBIO et al., 2016).

A procura de farmacos utilizados em outras doencas com acdo leishmanicida, ¢ baseado
no mecanismo de agdo desses farmacos com possivel alvo em Leishmania. Alguns
exemplos incluem inibidores de proteinas cinases(SANDERSON; YARDLEY; CROFT,
2014) e inibidores da sintese de esterois, como os azdis. Entre os antifingicos, estudos tem
sido feitos com cetaconazol (BERMAN et al., 1986; EIRAS; KIRKMAN; MURRAY,
2015), itraconazol (KHAZAELI et al., 2014) e fluconazol (DALY et al., 2014). Alguns
farmacos anti-micobactéria como clofazimina e delamanid(EVANS et al. 1989; KAISER
etal., 2015; PATTERSON et al., 2016) foram relatados com agao antileishmania.
Dentre o grupo de moléculas chamadas SERM (selective estrogen receptor modulators) e
um exemplo mais estudado ¢ o farmaco tamoxifeno, utilizado contra o cancer de mama e
que ¢ ativo contra todas as espécies de LeishmaniaMIGUEL; YOKOYAMA-
YASUNAKA; ULIANA, 2008;MIGUEL et al., 2009, 2011;DOROODGAR et al., 2016).
O mecanismo de agdo deste fAirmaco ainda ndo foi totalmente bem estabelecido, porém
sabe-se que o farmaco reduz a acidificagdo do vacuolo parasitoforo, alcalinizando este
ambiente que normalmente ¢ um ambiente acido (MIGUEL et al., 2007).Estudos
mostraram que a associa¢do deste fArmaco com a miltefosina em camundongos infectados
com L. amazonensis¢ mais eficaz que a monoterapia (TRINCONI et al., 2016). A
associacdo com a anfotericina B no mesmo modelo animal, mostrou que baixas doses
resultaram em boas respostas clinicas e parasitoldgicas (TRINCONI et al, 2014).

A azitromicina ¢ um antibidtico utilizado pela via oral, que experimentalmente
apresentou atividade in vitro e in vivo contra L.major, L. amazonensis, L.braziliensis e

L.chagasi(OLIVEIRA-SILVA; MORAIS-TEIXEIRA; RABELLO, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aminjavaheri%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12609780
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O farmaco amiodarona, indicado no caso de arritmias, foi eficaz contra promastigotas e
amastigotas de L. mexicana. In vivo, diminuiu a carga parasitaria de camundongos
infectados tratados com amiodarona e miltefosina(SERRANO-MARTIN et al., 2009) A
amiodarona desequilibra a homeostase de célcio no parasito e a biossintese de esterois
em L. mexicana(XENON SERRANO-MARTIN et al., 2009).

A iminazoquinolina ou imiquimod ¢ um composto antiviral usado para o tratamento
topico de verrugas genitais causadas pelo papilomavirus humano (HPV). E um
imunomodulador que estimula a producao de citocinas do tipo 1 € NO em macréfagos. Em
infecgdes experimentais, o imiquimod demonstrou eficicia diminuindo o numero de
amastigotas em macrofagos infectados por L. donovani e diminuiu o tamanho da lesdo em
camundongos infectados por L. major (BUATES; MATLASHEWSKI, 1999). Também foi
capaz de melhorar a eficdcia do glucantime na infeccdo experimental por L. major, quando
utilizado em associagdo (KHALILI et al., 2011).

A pentoxifilina ¢ um vasodilatador, utilizado no tratamento de insuficiéncia vascular e

tem sido utilizado experimentalmente no tratamento de algumas doencas inflamatorias. A

pentoxifilina inibe o fator de transcrigdo NF-Kp, bloqueando a produg¢ao de TNF que

contribui para reduzir o processo inflamatorio. A pentoxifilina também mostrou-se eficaz
quando associada ao antimonial no tratamento de 10 pacientes com leishmaniose mucosa
resistente a mais de trés séries de tratamento com o antimonial utilizado
isoladamente(LESSA et al., 2001). Em um estudo experimental com camundongos

C57BL/6 infectados com L. amazonensis, o grupo tratado com pentoxifilina e miltefosina

apresentou maior eficacia do que o grupo tratado somente com a miltefosina (ANGELICA et

al., 2014). Na Colombia, em um estudo ex-vivo, utilizando células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com leishmaniose cutanea causada por L.panamensis, a pentoxifilina
mostrou um efeito supressivo de citocinas como TNF-a , IFN-y e IL-13 nas células tratadas

com pentoxifilina e esse efeito foi conservado quando o tratamento era combinado com a

miltefosina (GONZALEZ-FAJARDO et al., 2015).

Os antidepressivos sertralina e imipramina, também demonstraram eficidcia em estudos
experimentais com L. donovani.In vitro, tiveram eficdcia antipromastigota e antiamastigota.
Os camundongos BALB/c infectados e tratados pela via oral com sertralina tiveram redu¢ao
da carga parasitaria no figado e no bago (PALIT & ALI, 2008) e hamsters infectados e
tratados com imipramina tiveram reducao de 90% da carga parasitdria (MUKHERIJEE et al.,

2012).
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Produtos naturais e seus metabdlitos com acdo anti-Leishmania

As plantas sdo fontes de moléculas biologicamente ativas. Algumas plantas utilizadas pela
medicina popular para o tratamento de doengas de pele apresentam atividade antileishmania,
como por exemplo plantas dos géneros: Acanthospermum, Ageratum (NOUR et al., 2010)
Aloe (DUTTA et al., 2008) Artemisia (SEN et al., 2007), Copaifera(DOS SANTOS et al.,
2011)entre outras (PASSERO et al, 2012). O extrato de partes aéreas de
Acanthospermumhispidum (Asteraceae)foi capaz de diminuir o crescimento de promastigotas
de L. mexicana(BERO et al., 2011). O extrato puro e flavonoides purificados de Ageratum
conyzoides (Asteraceae) foram efetivos contra L. donovani, no entanto o extrato puro
apresentou maior eficaicia (BERO et al., 2011). Ja o extrato de Aloe vera (Liliaceae)
apresentou efeito anti-Leishmania em varias espécies dermotropicas causadoras da
leishmaniose cutanea e mucosa como L. braziliensis,L. tropica, L. major, L. amazonensis .
EmL. donovani, o extrato de Aloe vera tem efeitos inibitérios em amastigotas axénicas
(DUTTA et al., 2007a) e ¢é capaz de induzir a morte celular em promastigotas (DUTTA et
al., 2007b). A eficacia in vivo foi demonstrada através da redugdo da parasitemia em
camungondos BALB/c infectados com L. donovani(DUTTA et al., 2008). Possui também
efeito inibitdrio em promastigotas e amastigotas de L. infantum (RONDON et al., 2011).

Virios estudos mostram a atividade do extrato e Oleos essenciais de Artemisia
(Asteraceae)em Leishmania. Oleos essenciais de Artemisia alba foram testados in vitro pela
primeira vez contra promastigotas de L. donovani e L. major (HATIMI, 2001).Em L.
donovani,Artemisia annua mostrou eficacia in vitro e o mecanismo de acao relacionado com
a indugdo de apoptose(SEN et al., 2007;ISLAMUDDIN et al., 2014)./n vivo, o tratamento em
camundongos infectados com L. donovani foi capaz de reduzir a carga parasitiria e agir
como imunomodulador, induzindo uma resposta do tipo 1, capaz de conter a replicagdo de
Leishmania(ISLAMUDDIN et al., 2014, 2015).

O oleo de copaiba produzido por plantas do género Copaifera (Fabaceae) apresentou
efeito em  Leishmania  amazonensisperda da  viabilidade celular e dano
mitocondria NAKAMURA et al., 2012). Estudos em camundongos BALB/c infectados
mostraram que o tratamento pela via oral com o 6leo de copaiba diminuiram o tamanho da
lesdo da pata desses animais (DOS SANTOS et al., 2011).

Entre as plantas utilizadas contra doencas tropicais na Amazonia estdo plantas do género
Allium, Baccharis, Piper e Croton entre outros (PASSERO et al, 2014). Em 2006,
Gazanfhari et al, demonstraram o efeito anti- leishmania de Allium sativa (Liliaceac) em L.

major. O extrato de Allium sativa administrado por via intraperiotoneal em uma tunica
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doseem camundongos BALB/ ¢ infectados com L. major foi capaz de aumentar o nimero
de macréfagos peritoneais, aumentar a fagocitose e destruicdo de amastigotas intracelulares
(GHAZANFARI; HASSAN; KHAMESIPOUR, 2006). A combinagdo do tratamento com
Glucantime com o extrato de Alliumsativa em camundongos infectados com L. major
mostrou melhor atividade terapéutica que o tratamento com glucantime isolado.Sugeriu- se
uma ativacao de linfocitos T e macrofagos com a participagdo de NO, permitindo a destrui¢ao
dos parasitos (GHAZANFARI et al., 2000).

O extrato metanolico de Allium sativa administrado por 28 dias por via oral , foi
efetivo em diminuir a lesdo da pata e carga parasitaria de camundongos BALB/c infectados
com L. major ¢ a carga parasitaria de hamsters infectados com L. donovani (WABWOBA et
al., 2010). O extrato aquoso de Allium cepa foi eficaz contra formas promastigotas de L.
major(SADEGHI-NEJAD; SAKI; AZISH, 2014).

O oleo essencial de Croton cajucara (Euphorbiaceae) foi capaz de diminuir o
crescimento de promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. O tratamento de macréfagos
murinos  aumentou a producdo de NO sugerindo estar relacionado com o efeito
antiamastigota (MENDONC et al., 2003). Em Leishmania chagasi, o 6leo essencial foi eficaz
em promastigotas e amastigotas (RODRIGUES et al., 2013).

Plantas do género Baccharis demonstraram alto potencial em inibir o crescimento de L.
chagasi, L.amazonensis, L. major e L.braziliensis(GRECCO et al., 2012). O tratamento de
camundongos BALB/c infectados com L.amazonensis com uma fracdo purificada de
Baccharis uncinella foi capaz de diminuir a carga parasitaria e estimular a producdo de 1L-12
e INF-y , aumentando a resposta do tipo 1 nesses animais (YAMAMOTO et al., 2014).

Muitos estudos com plantas do género Piper mostram a atividade antileishmania,
possivelmente relacionado com a indugdo da morte por apoptose. Compostos de Piper
aducum apresentaram atividade em Leishmania amazonensisin vitro € in vivo diminuindo o
tamanho da lesdo e a carga parasitaria (TORRES-SANTOS et al., 1999)

Estudos com a planta Kalanchoe pinnata, que ¢ popularmente conhecida como saido,
foram realizados em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. O extrato aquoso
quando administrado por via oral inibiu o crescimento da lesdo (DA SILVA et al., 1995). O
mecanismo de acdo deste extrato foi correlacionado com a estimulacdo da producao de NO
(DA-SILVA et al., 1999).Na leishmaniose visceral experimental em camundongos BALB/c ,
o tratamento oral com o extrato aquoso mostrou uma redu¢do da carga parasitaria do bago e
do figado, aumento dos niveis de IFN-y e produc¢do de 6xido nitrico pelos macréfagos

infectados (GOMES ; MUZITANO; COSTA, 2010)
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Os metabolitos secundérios tem importante papel na adaptacdo das plantas ao seu ambiente e
contribuem com a sua interagdo com outros organismos, além de aumentar a probabilidade de
uma espécie sobreviver. Os metabolitos secundarios podem atuar como antibidticos,
antifingicos e antivirais para proteger as plantas de patogenos (FUMAGALI et al., 2008).
Estes metabolitos de plantas sdo geralmente classificados de acordo com a sua rota
biossintética nas seguintesclasses principais: terpé€nicos, fenolicos, esteroides e alcaldides.
Por apresentarem  diversasatividades bioldgicas, essas classes sdao importantesalvos
depesquisa cientifica paranovos farmacosantimicrobianos e antiparasitarios(AMARAL et al.,
20006).

Alcaloides de Thamnosma rhodesica (Rutaceae), foram ativos contra formas promastigotas e
amastigotas de L. major (AHUA et al., 2004). As espécies L. braziliensis, L.amazonensis e
L.donovani apresentaram sensibilidade in vitro aos alcaloides isolados de Zanthoxylium
chiloperone. Os camundongos BALB/c infectados com L. amazonensistratados por via oral e
intraperitoneal, com esses alcaldides tiveram redugdona carga parasitaria (FERREIRA et al.,
2002). Um alcaldide isolado de Atoncephalus cadamba mostrou-se capaz de inibir a
topoisomerase Il de L. donovani(KUMAR et al., 2016).

Os terpendides isolados de Ivy (Hedera helix) mostraram atividade contra promastigotas e
amastigotas de L. infantum (DELMASL et al., 2000) e também em L. mexicana(RIDOUX et
al., 2001). Um terpendide, denominado (-) a-bisabolol foi eficaz contra L. amazonensis,
inibindo o crescimento de amastigotas e promastigotas em baixas concentragdes (ROTTINI
et al., 2015). Derivados do terpendide Betulina foram capazes de reduzir a viabilidade e a
interacao de L. braziliensis com a célula hospedeira (ALCAZAR et al., 2014) e terpenoides
isolados da planta Lantana camara foram ativos contra promastigotas deL. major(BEGUM

et al., 2014).

FLAVONOIDES
Os flavonoides sdo compostos fenolicos(Figura 8) cuja estrutura basica consiste de 15
carbonos distribuidos emdois anéis aromaticos ( anéis A e B) interligados a uma estrutura
central, o anel pirano (anel C)(SAITO et al., 2013).As principais classes de flavonoides
sdo: os flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois, antocianinas, isoflavonas(HUSSAIN et

al., 2016)(Figura 8).
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Figura 8. Estrutura quimica das principais classes de flavonoides

Legenda: Estrutura quimica das principais classes de flavonodides.(a) Estrutura basica dos flavonoides (b)
flavondis (c)flavonas (d) flavanonas (e) flavandis (f)isoflavonas (g) antocianinas

Fonte: Adaptado de:(LEYVA-LOPEZ et al., 2016).

Com mais de 6000 representantes conhecidos, os flavondides estdo presentes na
composi¢do de frutas, vegetais, vinho, chas e café¢.Muitas interacdes animal/ planta sdao
influenciadas pelos flavonodides. Por exemplo, os flavonoides sdo responsaveis pelas cores
das flores e frutos, que tem a fungdo de atrair polinizadores e dispersores de sementes,
protegem contra a radiacdo UVB. Alguns flavondides agem como moléculas sinalizadoras
contra ataques de microorganismos (BRUNSWICK, 1999).

Atualmente, os flavondides sdo alvo de grande interesse na pesquisa cientifica e
farmacéutica, devido as suas atividades biologicas comprovadas. Entre essas atividades
destacam-se as acoes:anti-inflamatoria(MASCARAQUE et al., 2014),
antitumoral(FANTINI et al, 2015), antiviral(FRABASILE et al., 2017)
antialérgica(HUSSAIN et al., 2016)e antioxidante(SHI et al., 2017).A propriedade mais
descrita dos flavonoides € a sua agdo antioxidante.Alguns flavonoides, como a luteolina
podem agir como antioxidantes, eliminando o excesso dos radicais de oxigénio em células

tumorais, protegendo-as da carcinogénese ¢ modulando os mecanismos de sinalizagao
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celular ligados a produ¢ao de ROS (PRATHEESHKUMAR et al., 2014). Esta acdo esta
relacionada a sua capacidade dos flavonoides de realizar sequestro direto de espécies
reativas de oxigénio, ativagao de enzimas antioxidantes, quelacdo de metais, inibi¢do de
oxidases, reducdo do stress oxidativo e aumento das atividade antioxidantes de
antioxidantes endogenos (PROCHAZKOVA; BOU; WILHELMOVA, 2011).

Os flavonoides sdo capazes de sequestrar radicais livres diretamente pela doagdo de
atomos de hidrogénio. Essa capacidade estd relacionada com a sua estrutura quimica, em
particular por hidroxilas que podem doar elétrons permitindo o deslocamento em torno do
sistema aromatico. Compostos com 2 ou 3 hidroxilas no anel benzénico possuem maior
atividade antioxidante (SEKHER PANNALA et al., 2001). Os radicais se tornam inativos
de acordo com a equagdo, onde Re ¢ radical livre e FI-Oe ¢ um radical fenoxil , que pode

reagir com um segundo radical tornando-se uma estrutura estavel, a quinona (Figura 9).

Figura 9. Processo de sequestro de espécies reativas de oxigénio por uma flavondide.
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Legenda: Processo de sequestro de espécies reativas de oxigé€nio por um flavonoéide. O radical FI-O- pode
reagir com um segundo radical, tornando-se um radical estavel com estrutura quinona. Re = radical
livre, F1- OH= flavonoide, F1 O e= radical fenoxil

Fonte:(PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHEMOVA., 2011).

As espécies reativas de oxigénio interferem em varias fungdes celulares e um dos eventos
mais importantes nessa interferéncia ¢ a peroxidacao lipidica, que resulta em danos na
membrana celular, levando a célula a morte. O organismo conta com mecaniSmos
antioxidantes para proteger a células desses danos, incluindo enzimas como superdxido

dismutase, catalase e glutationa peroxidase..
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Os flavonodides podem agir através da interagdo com variadas enzimas detoxificantes,
que protegem as células contra metabolitos enddgenos e exdgenos. Estas enzimas
detoxificantes sdo: NADPH quinona oxirredutase, glutationa s- transferase e UDP-
glucoronosyl transferase (NERLAND,2007;PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHEMOVA., 2011).

Alguns flavonodides inibema atividade da enzima iNOS, presente em macrofagos. A alta
quantidade de oxido nitrico (NO) produzido pela enzima oOxido nitrico sintase em
macrofagos pode resultar em danocelular, pois macréfagos ativados aumentam
consideravelmente a producdo de NOe anions superoxido (O27)que reagem entre si
produzindo peroxinitrito(ONOO), altamente danoso para a célula (NAKAZAWA;
GENKA; FUJISHIMA, 1996). Os flavonoides podem preservar as funcdes benéficas do
NO através da captura direta de anions superdxido ou inibindo a expressdo de iNOS,
resultando em um dano menor para a célula (JUNIOR et al., 2014).Flavon6ides como
narigenina, daidzenina, kaempferol, quercetina e cardamorina inibem a expressdo do
RNAm e produgdo de iNOS e consequentemente a sintese de NO em macrdfagos murinos
ativados por LPS(CAMUESCO et al., 2004;CHEN et al., 2005; TAKAHASHI;
YAMAMOTO; MURAKAMI, 2011; LIN; CHANG, 2012;AZUMA et al., 2013).

Alguns flavonoides especificos, como a quercetina, sdo conhecidos por quelar metais
como ferro e cobre e assim remover o principal fator para o desenvolvimento de radicais
livres(PIETTA et al., 2000). O sitio de ligagdo para metais na estrutura dos flavonoides
sdo: o grupo catecol no anel B, grupos 3- hidroxil e 4 —oxo no anel heterociclico C e

grupos 4-oxo e 5- hidroxil entre os anéis A e C ( Figura 10).
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Figura 10. Sitio de ligagdo para metais na estrutura de um flavondide.
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Legenda. Sitio de ligagdes para metais na estrutura de um flavonoide.o grupo catecol no anel B, grupos 3-
hidroxil e 4 —oxo no anel heterociclico C e grupos 4-oxo ¢ 5- hidroxil entre os anéis A e C
Fonte: (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHEMOVA.,2011).

As enzimas responsaveis pela producao de superdxido (O2+—) como xantina oxidase e
proteina cinase C, podem ser inibidas pelos flavonoides quercetina, silibina e luteolina
resultando em uma diminui¢do do dano oxidativo (COS et al., 1998 ;SPANOU et al.,
2012).

As atividades biologicas descritas atribuidas aos flavondides, incluindo as propriedades
antioxidantes e inibi¢do de atividades enzimadticas justifica o fato de muitos flavondides
serem descritos como antiinflamatorios tanto in vitro como in vivo, reduzindo a severidade
de muitos processo inflamatorios (KIM et al., 2004; RIBEIRO et al., 2015).A sintese das
enzimas cicloxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX), a partir da via do 4acido
araquidonico ¢ o ponto inicial em uma resposta inflamatoria, gerando os mediadores
inflamatoérios eicosanoides e prostaglandinas. Compostos fendlicos sdo capazes de inibir a
via sintética da dessas duas enzimas (FERRFINDIZ; ALCARAZ, 1991; DZOYEM et al.,
2015;LEYVA-LOPEZ et al., 2016)e consequentemente os mediadores eicosanoides e
prostaglandinas que estdo envolvidos em respostas inflamatérias (DAMAS; BOURDON;
LA-, 1985; DZOYEM et al., 2015;WANG et al., 2017).

Flavonodides também podem inibir a atividade da enzima NADPH oxidase (NOX), que ¢
um complexo enzimdtico ligado a membrana celular de neutrofilos e macréfagos. O
mecanismo de ativagdo inclui interagdo com um agonista com receptor especifico na
membrana celular destas células, ativagdo da fosfolipase C com subsequente formacao de
segundo mensageiros, que ativam a proteina cinase C. A proteina cinase C fosforila a
subunidade p47phox de NOX que ¢ um componente chave desta enzima, causando
ativacdo da explosdo respiratoria (AGO et al., 2003;RASTOGI et al., 2017). Os

flavonodides que sdo potenciais inibidores da proteina cinase C sdo: a quercetina, fisetina e
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luteolina (FERRIOLA; CODY; MIDDLETON, 1989; PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHEMOVA., 2011; GIL-CARDOSO et al., 2016).
Assim como os flavondides podem agir como antioxidantes, em certas circunstancias
podem agir como pré-oxidantes e promover oxidacdo de outros compostos. A atividade
pro-oxidante de um flavondide ¢ diretamente proporcional ao numero de grupos hidroxila
na sua estrutura (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997). Multiplos grupos hidroxila, especialmente
no anel B, aumentam significativamente a produ¢do de radicais hidroxila na reagdo de
Fenton (reacdo cuja geragdo de radicais hidroxila ¢ feita pela decomposicao de
H>Oxcatalizada por Fe+)(CHOBOT et al., 2016). O ferro e o cobre sdo metais importantes
presentes no corpo humano e fazem parte dos principais processo bioldgicos sendo parte
de algumas proteinas e enzimas incluindo hemoglobina, citocromo c, citocromo
P450.Quantidades extras de ion Ferro em uma célula pode ocasionar geracdo de ROS,
através da reacdo de fenton. Os ions ferro geralmente sdo essenciais para muitos processos
relacionados ao stress oxidativo em sistemas naturais, pois ele pode reagir com peroxido de
hidrogénio para produzir radicaishidroxila (reacdo de Fenton), um forte oxidante, que
pode ser prejudicial para o DNA, lipidios e proteinas (EGHBALIFERIZ & IRANSHAHI,
2016).
Assim como o ferro, o cobre ¢ um microelemento necessario para 0 nosso corpo em varios
processos biologicos, participando de processos enzimaticos necessarios para o
metabolismo. Entretanto, seu excesso pode ser danoso para os processos bioldgicos
podendo causar alteragdes histologicas e stress oxidativo. Um exemplo disso € que as
células tumorais possuem uma alta concentragdo de cobre em comparagdo as células
normais, tornando-as sensiveis a atividade pro-oxidante dos flavonoides. Muitos estudos in
vitrosobre atividade pro-oxidante dos polifendis sdo conduzidos na presenca deste
metal(AZMI et al., 2005; EGHBALIFERIZ & IRANSHAHI, 2016)

Flavonodides como isoliquiritigenina e quercetina, em baixas concentragdes previnem
o dano oxidativo em células, mas podem induzir a formagdo de ROS e citotoxidade
quando em altas concentracdes em células tumorais (CHOI et al., 2001; SAK, 2013). Altas
concentragdes do reverastrol tem a capacidade de inibir o crescimento de células tumorais
aumentando o nivel de ROS, levando-as a morte por apoptose (MIKI et al,
2012;VENDRELY et al., 2017)
YEN et al(2003), observaram que flavondis como a quercetina e a morina foram capazes

de aumentara produgdo deH»>O, em linfocitos humanos, resultando no aumento da
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peroxidagdo lipidica na membrana celular e consequentemente causar danos ao
DNA(YEN et al., 2003;PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).

Varios flavonoides e seus derivados apresentam reconhecida atividade anti-leishmania.
Em um estudo feito com trés espécies de plantas oriundas do cerrado: Guazuma ulmifolia
Lam., Luehea paniculata e Prockria crucis e seus compostos fenolicos flavonodides como
luteolina, apigenina e quercetina foram ativos contra L. braziliensis e L. infantum in
vitro. A luteolina inibe o crescimento de promastigotas in vitro de L. donovani, inibindo a
sintese de DNA, agindo na topoisomerase II, levando o parasito a morte por apoptose
(MITTRA et al., 2000; SEN et al., 2006). A epigalocatechina, um flavondide encontrado
abundantemente no reino vegetal, foi eficaz em promastigotas ¢ amastigotas de L.
braziliensis induzindo a producdo de ROS, promovendo a morte do parasito. O tratamento
oral com epigalocatechina em camundongos infectados foi capaz de diminuir a lesdo e a
carga parasitaria (INACIO et al., 2014). Em L. amazonensis, também produziu efeito
semelhante in vitro e in vivo(INACIO et al., 2013) e também foi capaz de inibir a arginase
deste parasito (DOS REIS et al., 2013).

O flavondide apigenina foi eficaz in vitro contra promastigotas de L. amazonensis
induzindo a produg¢do de ROS e contribuindo para disfungdo mitocondrial do parasito
(FONSECA-SILVA et al.,, 2015) e em amastigotas intracelulares de L.amazonensis,
reduzindo o indice de infec¢do e induzindo a producdo de ROS como parte do mecanismo
de acdo, além de apresentar eficacia /n vivo, diminuindo a carga parasitaria da lesdo sem
alterar os marcadores sorologicos de toxicidade (FONSECA- SILVA et al., 2016).

A quercetrina, um flavonoide glicosilado extraido do extrato aquoso de Kalanchoe
pinnata foi capaz de inibir o crescimento de amastigotas intracelulares de L. amazonensis
(MUZITANO et al., 2006), e 0 mecanismo de acdo ¢ relacionado a inibi¢do da arginase do
parasito. Esta enzima € a primeira enzima envolvida na sintese de poliaminas, convertendo
arginina em ornitina e uréia. A ornitina ¢ utilizada na sintese de poliaminas que ¢ essencial
para multiplicacao da Leishmania e detoxificacdo de ROS pela triponationa. A inibigao da
sintese de poliaminas causa stress oxidativo e permite o controle da infeccdo (DA SILVA;

MAQUIAVELI; MAGALHAES, 2012; (DOS REIS et al., 2013).

O Flavonoéide Quercetina e suas atividades biologicas
O flavonoéide quercetina ¢ quimicamente designado 3,3°4,5,7 pentahidroxiflavona (Figura

11) e ¢ o principal representante da subclasse flavonol.Sua coloragdo ¢ amarela e pouco
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soluvel em é4gua. A quercetina ¢ o flavondide mais usado no tratamento de desordens
metabdlicas e inflamatérias. E encontrada em uma grande variedade de vegetais, frutas e
folhas (BEHLING et al., 2004). Possui alta concentragdo em alimentos como cebola,
couve, vagem, brocolis, repolho e tomate maca , cereja, frutos como cranberry e blueberry
e em bebidas como chés, suco de limdo e vinho tinto(HERTOG et al., 1996;NIJVELDT et
al., 2001) . Devido a sua ampla diversidade de efeitos bioldgicos, a quercetina atualmente ¢

vendida como suplemento alimentar.

Figura 11- Estrutura quimica da quercetina
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Legenda : 3,3 ,4,5,7- pentahidroxiflavona. Estrutura quimica da quercetina
Fonte:DO NASCIMENTO SIMOES et al., 2013

Na dieta humana, a quercetina ¢ encontrado como B- glicosideo, pois contém um agucar
ligado na posi¢do 3 do anel C. A forma glicosilada da quercetina ¢ dificilmente absorvida
no intestino delgado devido a hidrofilicidade. Essa forma ¢ entdo hidrolisada por
enterobactérias liberando sua forma aglicona, que ¢ mais lipofilica e pode ser absorvida
mais facilmente pelas células epiteliais do intestino (HOLLMAN, 2001; MUROTA;
TERAO, 2003). Estudos mostram que apds a absorcao intestinal da quercetina na sua
forma glicosilada ou aglicona, ocorre metabolizacdo hepatica gerando os metabolitos
glucoronidato ou sulfato conjugado, que circulam no sangue e depois sdo excretados na
bile ou na urina (MANACH et al., 1997; TEXIER et al., 1998).

A quercetina possui inumeras atividades bioldgicas descritas (Figura 12),sendo as mais

conhecidas as a¢des: antioxidante(BEHLING et al., 2004),pr6- oxidante(SAK, 2013),anti-
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inflamatéria(LIN et al., 2017) antitumoral(SZLISZKA et al., 2008; FANTINI et al.,
2015),hepatoprotetora(ZHANG et al., 2016b),cardioprotetora (KHURANA et al., 2013),
neuroprotetora(HUEBBE et al., 2010), antialérgica (MAKINO et al., 2013) e
antiviral(VAIDYA et al., 2016) e antiparasitaria (MUZITANO et al., 2006, 2009).

Figura 12. Principais atividades biologicas da quercetina.
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Legenda: Principais atividades biologicas da quercetina: Atividades anti-inflamatoria, antitumoral,
cardioprotetora, antialérgica, neuroprotetora e antiparasitaria.
Fonte: A autora, 2017.

Assim como os outros flavondides, a atividade antioxidante e anti-inflamatoria da
quercetina esta relacionada com a inibi¢do de enzimas COX(XIAO et al., 2011) e LOX
(LAMIE et al., 2016) e também a inibi¢do da enzima(iNOS)(KIM et al., 1999;CHEN et
al., 2001; KORKOHONEN JR, 2005; QURESHI et al., 2011).

Além disso, a quercetina inibe a ativagdo do fator de transcricio NF-xB, fator
multifuncional, que quando ativado por estimulos pro-inflamatorios, transloca-se para o
nucleo da célula, onde promove a transcri¢ao de genes incluindo de citocinas, quimiocinas
e moléculas de adesao (LAWRENCE, 2009; ZHANG et al., 2016a ;XU, 2017).

Doses diarias de quercetina em ratos foi capaz de inibir a inflamagdo cronica e aguda e
mostrou atividade anti-artritica na artrite experimental, pela inibicdo de citocinas como

TNF e 6xido nitrico por macréfagos(GUARDIA et al., 2001; MAMANI-MATSUDA et



56

al., 2006;GARDI et al., 2015). Além disso, pode ser um adjuvante natural no tratamento
desta doenca, uma vez que que inibe a ativagdo do fator NFkB, consequentemente
reduzindo o processo inflamatorio (J1 et al., 2013).

Na encefalomielite experimental murina, citocinas pro-inflamatérias, determinam a
severidade da doenga. O tratamento com a quercetina em camundongos com
encefalomielite promove melhora, pelobloqueio da sinalizagdo para IL-12, através da via
JAK/STAT. Isto resulta na inibi¢ao da producao da IL-12, diminuicao da proliferacao de
linfocitos T e impedimento da diferenciacao de linfocitos TCD4 em Th1(MUTHIAN;
BRIGHT, 2004).

A quercetina ¢ capaz de suprimir a fosforilagdo da via de sinalizagdo MAPK/ ERK em
varios tipos de células(NGUYEN et al., 2004; AHN et al., 2008;SPANOU et al., 2012;
RAFIQ et al., 2015). As MAPK fazem parte de um grupo de enzimas citoplasmaticas da
familia das proteinas quinases serina-treonina, transmitem sinais mitogénicos e de
diferenciagdo celular(ALIAGA et al., 1999) e sdo ativadas em resposta a uma variedade
de estimulos extracelulares, tais como LPS e citocinas inflamatérias(HOULISTON;
PEARSON; WHEELER-JONES, 2001). Além disso, regulam atividades celulares como
expressao de genes, diferenciagdo celular, embriogénese, mitose, migragao, metabolismo
e morte programada(JOHNSON & LAPADAT, 2013). As trés principais MAPKs que
participam do mecanismo de sinalizacao, incluem a via ERK, p38 e JNK. A ativag¢do da
MAPK-p38 e JNK esta geralmente associada a apoptose, enquanto que ERK 1/2 ,inibe a
atividade da apoptose (BALLIF; BLENIS, 2001). Por exemplo, a supressio do
crescimento de c€lulas tumorais pela quercetina esta correlacionado com a inibigao da via
de sinalizagdo dessas enzimas (MAPKs) (LIM et al., 2017).

O efeito antitumoral da quercetina tem sido amplamente estudado.Um dos mecanismos de
acdo ¢ induzir autofagia e apoptose em alguns tipos de células tumorais. Em células Hela,
um tipo de célula de cancer cervical, a quercetinafoi capaz de inibir sua proliferagdo e
induzir autofagia em baixas concentracdes (WANG et al.,, 2015b). Um mecanismo
semelhante foi visto em carcinoma de célula renal MENG et al., 2015,WANG et al., 2015?
) e em células de cancer de mama. Sabe-se que em células eucariodticas, o fenomeno de
autofagia ¢ importante para a manutengdo do microambiente celular. Em condigcdes
homeostasticas, a autofagia promove a remogaode componentes celulares que podem se
tornar toxicos na célula. A desregulacdo da autofagia esta associada a processos tumorais
e este processo ¢ regulado pela via de sinalizagdo JNK ( c- Jun N- terminal Kinase)

(ZHOU et al., 2015).
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Em células tumorais, ¢ observada a persisténcia do perfil pro-oxidante, com altos niveis de
ROS que sdo responsaveis pela manutencdo do fendtipo de células cancerigenas. Esses
niveis elevados de ROS fazem dessas cé€lulas altamente suscetiveis a quercetina, que pode
inibir a glutationa intracelular, aumentando ainda mais a quantidade de ROS intracelular,
levando a célula a apoptose (GIBELLINI et al., 2010). Como relatado anteriormente, a
quercetina ¢ um flavondide pode ter a acdo antioxidante ou pré-oxidante, dependendo do
tipo celular, concentragdo e tempo de exposicao..

Em estudos experimentais, em camundongos diabéticos, a administragao intragastrica de
quercetina, reduziu significativamente o ganho de peso corporal, os niveis séricos de
glicose, insulina, colesterol total, triglicerideos, alanino aminotrasferase( ALT) e aspartato
aminotrasferase (AST). Além de atenuar o dano celular em hepatdcitos em camundongos
tratados(ZHANG et al., 2016c).

Devido a alta capacidade anti-inflamatoria e antioxidante, a quercetina possui acao
protetora em doengas cardiovasculares (RUSSO et al., 2012; GORMAZ; QUINTREMIL;
RODRIGO, 2015). E capaz de inibir a agregagdo de plaquetas e manter o endotélio
saudavel, pode proteger também contra a doenga coronariana e reduzir o risco de
mortalidade causado pela lipoproteina de baixa densidade (LDL). Além disso, também
possui propriedades relaxantes nas artérias que ajudam a reduzir a pressdo sanguinea e
prevenir o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (EDWARDS et al, 2007;
MARUNAKA et al., 2017). Em um estudo clinico de seis semanas,a administragao da
quercetina a 150 mg/dia reduziu a pressdo sistolica sanguinea e niveis de LDL em
pacientes acima do peso que estavam em alto risco para doenga cardiovascular(EGERT &
BOESCH-SAADATMANDI, 2010).

Em modelos experimentais de miocardite autoimune a quercetina interfere, diminuindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-17(MARINA et al., 2010),
também ¢ capaz de suprimir o stress oxidativo e ter funcdo cardioprotetora(ARUMUGAM
etal., 2012).

Asdoencas neurodegenerativas como Alzheimer’s e Parkinson’s sdo associadas com
processos neuroinflamatorios no sistema nervoso central. Em um modelo experimental
para a doengca de Alzeheimer’s, a administragdo da quercetina, protegeu funcdes
cognitivas e emocionais em camundongos(SABOGAL-GUAQUETA et al.,
2016).Também promoveu efeito protetor, na neurotoxicidade induzida por manganés em

ratos(GAWLIK et al., 2017).
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A quercetina possui também atividade anti-viral. O tratamento in vitro com a quercetina
reduziu a infec¢do causada pelo virus HIN1 e regulou a expressdo de proteinas chave,
incluindo fibronectina 1 e proibitina para reduzir a replicacdo vira( WAN et al.,
2013;VAIDYA et al., 2016).

O efeito antialérgico da quercetina estd relacionado com a supressdao de citocinas
inflamatoérias e mediadores quimicos como histamina (WENG et al., 2012;MAKINO et al.,
2013)

Estudos experimentais demonstram a atividade antiparasitdria da quercetinasobre
tripanossomatideos, envolvendo diversos alvos celulares (Tabela 5). Em Tripanosoma
brucei, agente da tripanossomiase africana (doenga do sono), a quercetina induziu apoptose
do parasito, além de diminuir a resposta pro- inflamatéria em macroéfagos humanos
(MAMANI-MATSUDA et al., 2004).A quercetina inibe a hexokinase deste parasito, uma
enzima localizada no glicossoma, onde contém a maioria das enzimas que participam da
glicolise, necessaria para a produgdo de ATP de T. brucei (DODSON et al., 2012).

Em L. donovani, a quercetina intefere com o metabolismo do ferro e tem como alvo a
enzima ribonucleotideo redutase, que catalisa o passo limitante na sintese de
desoxiribonucleotideos para a sintese de DNA (SEN et al., 2008). A quercetina também ¢
conhecida por ser um inibidor da topoisomerase, enzima que esta envolvida na replicacao e
empacotamento do DNA. Foi demonstrado, que a quercetina ¢ um inibidor da
topoisomerase I (JEAN-MORENO et al., 2006) e topoisomerase II (MITTRA et al., 2000)
de L.donovani levando o parasito a morte por apoptose. A inibi¢do de topoisomerases pela
quercetina também foi observada em L.panamensis, uma espécie do Novo
Mundo.(CORTAZAR; COOMBS; WALKER, 2007).

Em L. amazonensis,a quercetina possui agao in vitro e in vivo(MONTRIEUX et al., 2014;
MUZITANO et al.,, 2006, 2009a), sendo um dos alvos a enzima arginase, que esta
envolvida na sintese de poliaminas, que ¢ essencial para a proliferagdo celular e
detoxificacdo de ROS pela tripanotiona (DA SILVA; MAQUIAVELI; MAGALHAES,
2012). Em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis,o tratamento com quercetina
aumenta a producdo de ROS, levando o parasito a disfuncdo mitocondrial (FONSECA-
SILVA etal., 2011, 2013).

Em L. mexicana, a quercetina mostrou-se capaz de inibir uma cisteina proteinase
recombinante (cathepsina L), que ¢ essencial para o ciclo de vida do parasito e para sua

infectividade (DE SOUSA et al., 2015).



Tabela 5. Espécies de tripanosomatideos e alvos da quercetina

Espécie Alvo Referéncia
Trypanosoma brucei Induz apoptose do parasito MANANI-MATSUDA et al.,
Inibe TNF e NO em 2004.

macrofagos
Heoxoquinase

L. donovani

Metabolismo do ferro
Ribonucleotideo redutase
Topoisomerase | e Il

SEN ET AL., 2008
MITTRA et al., 2000

L. panamensis

Topoisomerase

CORTAZAR;COOMBS;
WALKER, 2007

L. amazonensis

Arginase
Producao de ROS

MUZITANO et al.,2006;2009
DA SILVA et al., 2012
FONSECA SILVA ET AL.,
2011, 2013.

L. mexicana

Cathepsina L

DE SOUSA et al., 2015.

Legenda: Espécies de Tripanossomatideos e alvos da quercetina

Fonte:A autora, 2017.
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JUSTIFICATIVA

A Leishmania braziliensis ¢ a principal espécie causadorada leishmaniose tegumentar no
Brasil e possui larga distribuicdo em todo o territorio nacional. Além disso, esta espécie
estd correlacionada com a forma clinica mucosa que ¢ de dificil tratamento, onde se
observa forte e destrutiva resposta inflamatoria na regido orofaringea resultante da
exacerbagdo da resposta imune do hospedeiro. Nesse sentido € possivel que moléculas com
atividade anti-inflamatoria ou imunomoduladora possam auxiliar e controlar a intensidade
do processo inflamatdrio. Em varias espécies de tripanossomatideos, ¢ relatada a agdo da
quercetina, incluindo vérias espécies de Leishmania e diferentes alvos bioldgicos. Desta
maneira, ¢ importante também o estudo exploratdrio com a L. braziliensis.

A atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora da quercetina ¢ bem relatada. Em
modelos experimentais como artrite, encefalomielite ¢ miocardite, a quercetina ¢ capaz de
modular a resposta imune, promovendo melhora no quadro inflamatério ocasionado por
essas doengas. A quercetina possui atividade antiparasitdria em diversas espécies de
Leishmania e possui diversos alvos celulares sobre esse parasito, incluindo inducdo da
producao de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, ¢ possivel que a quercetina seja
capaz de modular a resposta imune e também controlar a infec¢ao por Leishmania.

Uma vez que no modelo de infeccdo com L. majoré bem estabelecido os perfis de
suscetibilidade e resisténcia, nas cepas de camundongos BALB/c e C57BL/6, esse modelo
se torna Util na avaliagdo da resposta imune. Sendo assim € possivel avaliar se o
tratamento com a quercetina modula o perfil de citocinas produzidos pelos animais

susceptiveis e resistentes a infeccao por Leishmania major.
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1.OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Estudar a acdo do flavonodide quercetina em modelos de infec¢do com L. braziliensis e L.

major, com €nfase na sua capacidade imunomoduladora.

1.2. Objetivos especificos

Investigar a modulacido de macrofagos tratados in vitro com a quercetina, analisando
quanto a:

a) Atividade microbicida

b) Producado de espécies reativas deoxigénio (ROS);

¢) Producao de citocinas.

Avaliar o potencial terapéutico e imunomodulador da quercetina nos modelos
experimentais, analisando:

a) Eficacia do tratamento em diferentes momentos da infeccdo; e esquemas terapéuticos

b) Tamanho da lesdo;

c) Carga parasitaria;

d) Produgao de citocinas

e) Marcadores séricos de toxicidade
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2. METODOLOGIA

2.1 Flavonoide quercetina

A quercetina (MERCK) foi quimicamente analisada quanto a pureza e cedida pela Prof* Sonia
Soares Costa do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ). Para uso in vitro, a quercetina foi solubilizada em Dimetilsulfoxido
(DMSO). Nas culturas de célula, a concentragdo final de DMSO nao ultrapassou 0,02%. Para
administracdo pela via oral nos animais, a quercetina foi solubilizada em veiculo aquoso Ora-

plus(Perrigo ®).

2.2 Parasitos

2.2.1 Leishmania braziliensis

A Leishmania braziliensis cepa cdo Thor (MCAN/BR/98/R619), foi isolada pela Dr* Maria de
Fatima Madeira e gentilmente cedida pela Dr* Lea Cisne (IOC/FIOCRUZ Rio de Janeiro-RJ).
Os parasitos foram mantidos e reisolados a partir de lesdes de hamster golden infectados. As
formas promastigotas foram cultivadas em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) suplementados
com 20 % de soro fetal bovino (Cultilab) e garamicina (80mg/ml), mantidos a 28°C com

repiques semanais, sendo usadas até a 5° passagem.

2.2.2Leishmania major

A Leishmania major cepa LV39(MRHO/SU/59/P) foi isolada de lesdes da pata de
camundongos BALB/c infectados. As formas promastigotas foram cultivadas em meio

Schneider’s (Sigma-Aldrich) suplementados com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab) e
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garamicina (80mg/ml), mantidos a 28°C com repiques semanais, sendo usados até a 5°

passagem.

2.3 Consideracgoes éticas

Os estudos realizados com animais foram aprovados pelo Comité de Etica de Utilizagdo de
Animais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, sob o protocolo

(CEUA-07/2013-IBRAG-UERIJ).

2.4 Animais

Os animais utilizados nos estudos, camundongos BALB/c e Hamsters (Mesocricetus auratus)
foram obtidos do CECAL/ Fiocruz-RJ e os camundongos C57BL/6 obtidos da Universidade
de Sao Paulo e mantidos no biotério da disciplina de parasitologia, da faculdade de ciéncias

médicas- UERIJ.

2.5Ensaio da acdo da quercetina em promastigotas

Promastigotas de L. braziliensis e L. major (5 X 10 3/ ml) foram distribuidas em triplicatas em
placas de 24 pocos (0,5ml/pogo) ou 96 pocos (0,1 ml/pogo) e incubadas a 28°C durante 96
horas na presenca de varias concentragdes do flavondide quercetina diluido em meio
Schneider suplementado com 20% de soro fetal bovino para L. braziliensis e 10% para L.
major. Controles foram parasitos cultivados somente com meio de cultura e soro e DMSO a
0,02% (concentracdo maxima utilizada para solubilizar a quercetina). Foi realizada a
contagem diaria em camara de Neubauer em microscopia Otica. Alternativamente, foi
adicionado 22 pl do reagente MTT (Brometo de tiazolil tetrazdlio, Sigma, Sant Louis, USA)
(Smg/ml). Um método colorimétrico baseado na redugdo deste composto por enzimas,

formando cristais de formazana, que sdo soliveis em solventes organicos como o



64

DMSO(dimetilsulfoxido). Apds 3 horas da adi¢do do MTT, o DMSO foi adicionado, para a

solubilizagdo dos cristais de formazana e realizada a leitura a 570nm em espectrofotometro.

2.6 Atividade sobre amastigotas intracelulares

Para avaliar a atividade sobre amastigotas intracelulares de Leishmaniaspp, os macrofagos

residentes de peritonio de Hamster Golden ou camundongos BALB/c e C57BL/6, foram

obtidos por lavagem peritoneal. Para tal, foi injetado meio de cultura RPMI gelado no

peritoneo dos animais, sendo 5 ml para camundongos e 10 ml para hamsters. Apods a retirada

do exsudato peritoneal, estes foram mantidos no gelo, e as células ajustadas para a

concentragio de 2x 10%ml e plaqueados em placas de 24 pogos (0,5 ml/pogo) com uma

laminula estéril de vidro no fundo de cada pogo. Para a aderéncia, foram mantidos na estufa a

37° C, com 5% de COz por uma hora (macréfagos de camundongos) ou overnight (macrofagos

de hamsters) quando entdo foram removidas células ndo aderentes através da lavagem com

PBS a 37°C. Foti realizado dois sistemas :

A) As células aderentes foram infectadas com promastigotas de L. braziliensis ou L.

B)

major,na razao de 5:1, por 4 horas a 37°C com 5% CO». Apos 4 horas de infecgao,
monocamadas de macrofagos foram lavadas com solu¢do tampao fosfato- salina(PBS)
para remogao dos parasitos livres e foram tratadas ou ndo com as diferentes concentragdes
da quercetina por 48 horas em estufa a 37° C, com 5% de CO».

As células aderentes foram tratadas por 24 antes da infeccao, apos este periodo, as células
foram incubadas por 24 horas com meio de cultura para retirada dos residuos de
quercetina e posteriormente infectadas na proporc¢do de 5: 1 por 4 horas a 37°C com 5%
de CO; e incubadas novamente com meio de cultura por 48 horas.

Apds este periodo, as laminulas foram submetidas a coloracdo com pandtico
(Laborclin®) e a atividade antimastigota foi avaliada microscopicamente, contando 100
macrofagos por amostra. Os resultados foram expressos como indice de
infecgao,utilizando a formula:

indice de infecgdo = % de células infectadas X n°® de amastigotas

n° total de macréfagos

O calculo de concentragdo inibitoria para 50% (ICso) foi feito por andlise de regressao

logaritmica no software Graphpad Prism 5.0. O indice de seletividade foi obtido pela razao
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entre concentragao que reduz a viabilidade celular para 50% dos macréfagos- concentragao

citotoxica(CCso)e a concentragdo inibitéria para 50% dos parasitos (ICso.)

2.7Ac¢a0 sobre o macrofago

2.7.1 Toxicidade

Para avaliar a partir de qual concentragdo aquercetina apresentaria algum efeito toxico sobre
os macrofagos, foi realizado um ensaio de viabilidade por meio da capacidade de reduzir o
MTT.As células metabolicamente ativas convertem o MTT em cristais de formazana pela
clivagem do anel tetrazolico pelas desidrogenases mitocondriais. Para isto, uma monocamada
de macrofagos (como descrito no item 6.6) de camundongos/ hamsters, foi preparada em
placas de 96 pocos. As monocamadas foram submetidas ao tratamento com a quercetina em
diferentes concentragdes durante 48 horas a 37°C/5%CO2. Apos este periodo, foram
adicionados 20ul do MTT (5 mg/ml) e a placa foi incubada durante 3 horas a 37°C/5%CO2.
Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e adicionado 175ul de DMSO, para solubilizar
os cristais de formazana. Em seguida, a absorvancia foi mensurada a 570nm em
espectrofotometro.

O calculo de CCso foi feito por andlise de regressdao logaritimica no software Graphpad

Prism 5.0

2.7.2 Producdo de espécies reativas de oxigénio

A avaliagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio foi realizada nas monocamadas
de macrofagos tratados com a quercetina. Os sistemas testados foram: macrofagos tratados por
24 horas, macrofagos tratados por 48 horas e tratados apos a infecgao por 48 horas. Os
experimentos foram realizados utilizando placas de 96 pogos. Ao final dotratamento , os
pogos foram lavados 2 vezes com PBS e a placa foi incubada por 30 minutos com a sonda

H2DCFDA (2',7'-diacetato de diclorodidiidrofluoresceina) que na presenga de ROS passa por
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reacdes de clivagem e oxidagdo, sendo convertido para DCF (2°7’-diclorofluoresceina), sua
forma fluorescente. Ap6s 30 minutos, a placa foi levada ao um espectrofluorimetro (Spectra
Max M2- Molecular Devices, Silicon Valley, USA), utilizando os comprimentos de onda 507
nm para excitagdo ¢ 530 nm para emissdo. O controle positivo utilizado foi o sistema

glicose/glicose oxidase. O resultado foi expresso como unidade relativa de fluorescéncia.

2.7.3. Producdo de Peroxido de Hidrogénio

Utilizando os mesmos sistemas de tratamento do item 6.7.2, utilizamos a sonda Amplex
red, para a avaliacdo da produ¢do de peroxido de hidrogénio. Na presenca da peroxidase.
Amplex® Red reage com perdxido de hidrogénio para produzir um produto da oxidacao
vermelho fluorescente, a resofurina. Apods o término do tratamento realizado, os pocos foram
lavados 2 vezes com PBS e a placa foi incubada por 30 minutos com Amplex red e a leitura
feita em um fluorimetro com comprimento de onda de excitagao 560 nm e onda de emissdo

590 nm. O resultado foi expresso como unidade relativa de fluorescéncia.

2.7.4. Producdo de citocinas

A avaliagdo da produgdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas de macrofagos foi
realizada por citometria empregando o método Cytometric Bead Array (CBA) utilizando-se o
kit inflammation (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12P70 — BD Biosciences Pharmigen, CA,
EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Os sobrenadantes e os padrdes de citocinas do kit, foram adicionados aos tubos de aquisi¢ao e
incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para as
respectivas citocinas e com o anticorpo de deteccdo conjugado com o ficoeritrina (PE). As
amostras foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente na auséncia de luz. O mesmo
procedimento foi realizado para obtengao da curva-padrao.

Ap6s o periodo de incubagdo, foi adicionado a cada tubo 500 pl da solugdo de lavagem e
foram centrifugados a 200g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o “pellet” foi

ressuspendido em 300 pL de solucao de lavagem e as amostras foram adquiridas em citdmetro
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de fluxo ( FACS Canto II). Os resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o
FCAP Array software. Este ensaio foi realizado no laboratério de Imunopatologia do

Departamento de Patologia FCM-UERJ.

2.8Atividade in vivo da quercetina

2.8.1. Modelos animais e infeccdo

Para avaliagdo in vivo, da atividade da quercetina,foram utilizados trés modelos
experimentais: Mesocricetus auratus (hamsters golden) como modelo de infec¢do para L.
braziliensis ¢ camundongos BALB/c eC57BL/6 para modelo de sucetibilidade e resisténcia
para L.major, respectivamente. Os animais (fémeas 5-8/grupo) com idade de 60-70 dias
foram infectados no dorso da pata traseira direita (hamsters golden) ou no coxim plantar
(camundongos) com um indculo de 10° promastigotas de L. braziliensis ou L. major na fase

estacionaria.

2.8.2Tratamento de hamsters infectados com L. braziliensis

Em hamsters, foi utilizado dois esquemas terapéuticos (Figura 13). Os animais foram tratados
com 20 mg/ kg da quercetina por 5 dias na semana. Os grupos controles foram animais
infectados e ndo-tratados.

A) O tratamento foi iniciado 1 semana apds a infec¢do e realizado durante 9 semanas. O
curso da infec¢do foi monitorado por medidas semanais da lesdo na pata com paquimetro
(Mitutoyo, Brasil). O tamanho da lesdo foi determinado pela diferenca entre os tamanhos da
pata infectada e a pata contralateral ndo infectada e expresso em milimetros (mm)

B)O tratamento foi iniciado apds a lesdo estabelecida (5 semanas) e realizado durante 5
semanas.O curso da infec¢do foi monitorado por medidas semanais da lesdo na pata com
paquimetro (Mitutoyo, Brasil) . O tamanho da lesdo foi determinado pela diferenca entre os

tamanhos da  pata infectada e a  pata  contralateral n3ao  infectada.
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2.8.3 Tratamentos de camundongos BALB/c e C57BL/6.

Em camundongos, foram utilizadas duas doses de quercetina (20mg ¢ 40mg), por gavagem
pela via oral. Os grupos controles foram animais infectados e nio-tratados o tratamento foi
iniciado apos o sétimo dia de infeccdo, foi realizado em um periodo de 7- 10 semanas.O curso
da infecc¢ao foi monitorado por medidas semanais da lesdo na pata com paquimetro (Mitutoyo,
Brasil). O tamanho da lesdo foi determinado pela diferenca entre os tamanhos da pata infectada

e a pata contralateral ndo infectada.

Figura 13 - Desenho experimental dos esquemas terapéuticos In vivo

Modelo L. braziliensis
e -
Infeccio Infeccio
1 semana 5 semanas
Tratamento Tl'ntal*emo
(quercetina 20 mg'kg) (quercetina 20 mg'kg)
Os 5 5 semanas
Tamanho da lesio Necropsia Tam.al*m da lesio
Carga parasitiria . Toxicidade renal e
Modelo L. major .
hepatica
A L
Ty il
1 semana
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Legenda: Esquema terapéuticoln vivo de Hamsters e camundongos infectados e tratados com quercetina. Modelo
L. braziliensis (A) Hamsters tratados 1 semana apos infeccdo, tratamento durante nove semanas,
medidas semanais da pata (B)Hamsters tratados apos a les@o estabelecida. Modelo L. majortratados 1
semana ap0s infec¢do com 20 e 40 mg/kg de quercetina. Tratamento por 7- 10 semanas.
Fonte: . A autora, 2017.
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2.8.4 Quantificacdo da carga parasitaria

Para determinacdo da carga parasitaria, a regido da lesdo e o linfonodo drenante foram
assepticamente removidos para realizagdo do método da diluicdo limitante (LIMA;
BLEYENBERG:; TITUS, 1997). Apos a pesagem, os tecidos das patas e dos linfonodos foram
macerados sobre peneiras com 5 ml de meio Scheneider,suplementados com 20% de soro fetal
bovino, com auxilio de embolo de seringa. Em seguida, 20ul da suspensao de células foram
diluidos em 180ul de meio Scheneider’s suplementado com 20% de soro fetal bovino em
placa de 96 pocos em quadruplicatas. A partir do primeiro pogo, foram feitas diluigdes
seriadas (fator de dilui¢do 1:4). As placas foram incubadas a 26°C em estufa BOD e avaliados
quanto a presenca de promastigotas durante 7- 10 dias. Os resultados foram obtidos a partir da
média dos ultimos pocos onde parasitos vidveis foram observados e dividido pelo peso dos

fragmentos e expresso em numero de parasitos por grama de tecido.

2.8.5. Avaliacdo da producdo de citocinas

Para a avaliacdo da produgdo de citocinas por linfocitos de camundongos BALB/c e
C5BL/6, o bago foi retirado e macerado (pool de 3-4 animais/ grupo) em aproximadamente 5
ml de meio RPMI gelado e posteriormente centrifugado em tubo conico a 4°C/300g/ 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1ml de ACK (solucdo de
lise de hemadcias). Em seguida, foi adicionado = 15 ml de meio de cultura RPMI, centrifugado
novamente e o pellet ressuspendido em aproximadamente 5 ml de RPMI gelado. As células
foram contadas com azul de tripan e ajustadas para a concentracdo de 2X 10%/ml. Em seguida
foram plaqueadas em placas de 24 pocos e estimuladas ou ndo com Concanavalina A
(5pg/ml) durante 72 horas. Apds este periodo, os sobrenadantes foram colhidos e congelados a

-20 °C para posterior dosagem de citocinas (Item 6.7.4).
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2.8.6 Parametros bioquimicos de toxicidade hepatica e renal

A coleta de sangue para analise bioquimica foi realizada de acordo com o Manual de
Utiliza¢ao de Animais/ Fiocruz.As amostras de sangue dos animais foram coletadas através de
pungao cardiaca e incubadas em estufa 37°Cpara coagular e apds 30 minutos foi centrifugada
a 300g por 10 minutos para obtengaode soro. Os seguintes parametros séricos foram
analisados: alanino aminotrasferase(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), para verificar a

funcdo hepatica. Além dopardmetro creatinina para verificar a fun¢do renal.

2.9Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelo teste t de Student ou andlise de variancia (ANOVA),
seguido pelo pods teste de Bonfferoni em Graphpad Prism 5( Graphpad Software, La Jolla, CA,

EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade da quercetina no modelo de infeccio com Leishmania braziliensis

3.1.1. Atividade em promastigotas.

Promastigotas foram incubadas por 96 horas na presenca de diferentes concentragdes de
quercetina. A contagem didria de parasitos mostra que a quercetina ndo altera o crescimento

de promastigotas de L. braziliensis, nas concentracdes testadas (Figural4).

Figura 14-Atividade sobre o crescimento de formas promastigotasde L. braziliensis.
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Legenda.Atividade sobre o crescimento de formas promastigotasde L. braziliensis. Promastigotas de L.
braziliensis a 2 x 10 %ml foram distribuidas em triplicatas em placas de 24 pogos (0,5ml/pogo) e incubadas a
28°C durante 96 horas na presenga das concentragdes indicadas de quercetina diluidos em meio Schneider’s com
20% de soro a 28°C. O inset mostra os dados relativos ao ultimo dia de cultivo.Controles foram parasitos
cultivados somente com meio de cultura e soro e DMSO a 0,02%, ndo havendo diferenca significativa entre eles.
As células foram contadas diariamente em cdmara de Neubauer . Oinset mostra o resultado no 4° dia de cultura.
(média £+ SD, n=3).

Fonte: . A autora, 2017.
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3.1.2. Avaliacdo da concentracdo toxica para macrofagos de hamsters

Antes dos ensaios em amastigotas intracelulares, foi avaliada a concentracdo toxica da
quercetina para as células do hospedeiro (macrofagos de hamsters). Nas condi¢des testadas, as
células apresentaram significativa perda da viabilidade a partir da concentragdo de 660uM. A
concentracdo citotoxica de 50% dos macréfagos (CC50) foi estimada em torno de 468uM

(Figura 15).

Figura 15-Viabilidade de macréfagos de hamsters tratados com quercetina.
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Legenda. Viabilidade de macréfagos de hamsters tratados com quercetina. Monocamadas de macrofagos
peritoneais de hamsters foram incubadas com diferentes concentragdes da quercetinapor 48 horas a 37°C/5%
CO,.Apds o tratamento, as células foram incubadas com MTT por 3 horas a 37°C/5% CO;, e 100ul de DMSO foi
utilizado para a solubilizagdo dos cristais de Formazan. O controle positivo para redugdo da viabilidade foi
obtido utilizando 0,1% triton x-100.A absorbancia foi mensurada a 570nm. O resultado expresso como percentual
de viabilidade em relagdo ao controle. (média £SD, n=3). *** p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.
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3.1.3 Atividade antiamastigota e indice de seletividade

Para avaliar a atividade da quercetina sobre amastigotas intracelulares, monocamadas de
macrofagos peritoneais de hamsters foram infectadas comlL. braziliensis e tratadas por 48
horas.

Nas concentragoes de 40, 80,165 e 330 uM, a quercetina inibiu, respectivamente 54%,
63%, 69% e 79% o indice de infec¢do. A concentragdo inibitoria para 50% dos parasitos (ICso)
foi estimada em 20.9+2.6 uM (Figura 16). O inset mostra o grafico de numero de
amastigotas/ macréfago. O indice de seletividade foi calculado em 22, sendo 22 vezes mais

toxico para L. braziliensis do que para macrofagos de hamsters (Tabela 6).

Figura 16.Atividade antiamastigota da quercetina
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Legenda: Atividade antiamastigota da quercetina. Monocamadas de macrofagos de hamsters foram infectadas na
proporg¢do de 5:1 por 4 horas e submetidas ao tratamento com quercetina nas concentra¢des indicadas por 48h a
37°C/5% CO,. Controles foram macréfagos infectados cultivados somente com meio de cultura e soro e DMSO a
0,02%, ndo havendo diferenca significativa entre eles. Apds o tratamento as monocamadas foram coradas e o
indice de infecgdo foi estabelecido pela contagem de pelo menos 100 macrofagos por laminula em microscopia
otica. O inset mostra o grafico do nimero de amastigotas por macrofago (média +SD, n=3). ** p<0,01 e
**%p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.
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Tabela 6. Indice de seletividade da quercetina em macréfagos de hamsters infectados com L.

braziliensis
IC 50 amastigota CC50 macrofagos indice de seletividade
20.9nM 468uM 22

Fonte: A autora, 2017

3.1.4. Avaliacdo da atividade antiamastigota da quercetina em macréfagos de hamster tratados

antes da infeccdo.

Com o objetivo de avaliar se a quercetina agiria sobre a células hospedeira, modulando
sua a¢do microbicida, as monocamadas de macrofagos de hamsters foram tratadas por 24
horas antes da infec¢do comlL. braziliensis. O tratamento prévio dos macrofagos com a
quercetina reduziu o indice de infecgcdo em 56%, 60%, 64% e 65%, nas concentragdes de 40,
80,165 e 330uM, respectivamente (Figura 17). O inset mostra o nimero de amastigotas por

macrofago.
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Figura 17-Atividade anti-amastigota em macrofagos de hamster pré- tratados com a

quercetina
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Legenda:Atividade anti-amastigota em macrofagos de hamster pré- tratados com a quercetina. Monocamadas de
macrofagos peritoneais de hamsters foram tratadas por 24 horas com quercetina, lavadas e infectadas com L.
braziliensis na propor¢do de 5:1 por 4 horas. Controles foram macréfagos infectados cultivados somente com
meio de cultura , soro e DMSO a 0,02%. Apds infeccdo, as células foram incubadas com meio de cultura RPMI e
soro fetal bovino por 24h a 37°C/5% CO,. Apo6s esse periodo as ldminas foram coradas com panotico e o indice
de infeccdo foi estabelecido pela contagem de pelo menos 100 macréfagos por microscopia o6tica. O inset mostra
o grafico de nimero de amastigotas/ macrofago (média £SD, n=3)***p < 0,001.

Fonte: A autora, 2017

3.1.5. Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio intracelular em macréfagos

Como foi observado que o tratamento prévio dos macrofagos de hamsters foi capaz de
reduzir o indice de infecc¢do, foi avaliado se a quercetina seria capaz de induzir a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS)pela célula hospedeira. Para isso foram utilizadas as
sondas HODCDFDA e AmplexRed em dois sistemas: macrofagos tratados por 24 e 48 horas
sem infeccdo e macrofagos tratados por 48 horas apos a infec¢do. Os macrofagos sem
infeccdo, tratados por 24 horas e 48 horas, mostraram um aumento da produgdo ROS (Figura
18A), sendo estatisticamente significativo em 48 horas, com 330 uM da quercetina. A
avaliacdo coma sonda Amplex red, mostrou que houve aumento de H>O,, sobretudo com 48 h

de tratamento (Figura 18B).
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Figura 18-Avaliagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos de hamsters

tratados com a quercetina sem infec¢ao
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Legenda: Avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em macrofagos de hamsters tratados com a
quercetina sem infec¢do. As monocamadas de macrofagos foram submetidos ao tratamento com a quercetina
por 24 e 48horas. Apos este periodo, os macrofagos foram incubados com a sonda H,DCDFDA(A) ou amplex
red (B) por 30 minutos. A leitura foi feita em fluorimetro. (média £SD, n=3)URF = Unidade relativa de
fluorescéncia; G/GO =glucose/glucose oxidase .*p<0,05, *** p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.

O tratamento por 48 horas apos a infeccdo aumentou significativamente a producao de ROS

e H>O» de maneira dose-dependente (Figura 19 Ae 19B).
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Figura 19-Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos de

hamsters infectados e tratados com a quercetina
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Legenda: Avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em macrofagos de hamsters infectados e
tratados com a quercetina. As monocamadas de macrofagos foram submetidos ao tratamento apds a infec¢do por
48 horas e incubados com a sonda H.DCDFDA(A) ou Amplexred (B) por 30 minutos a 37°C/5% COa, foi feita a
leitura em fluorimetro. Controles foram macrofagos infectados somente com meio de cultura (média +SD, n=3)
URF= Unidade Relativa de fluorescéncia. *p<0,05, ***p < 0,001.

Fonte: A autora, 2017

3.2. Atividadein vivo da quercetina no modelo hamster (Mesocricetus auratus)

3.2.1 Tratamento apds 7 dias de infeccao

Utilizando o modelo experimental suscetivel para infeccdo com L. braziliensis, o hamster
dourado (Mesocricetus auratus), avaliamos a acdo da quercetina administrada pela via oral
(20 mg/kg) . Os animais foram infectados (n=5) com 1x10° de promastigotas de L. braziliensis
e o tratamento foi iniciado apos 7 dias de infec¢do. Foi administrado 20 mg/kg (5 x na
semana), durante 9 semanas. Os resultados mostraram que houve redu¢do no tamanho das
lesdes, estatisticamente significativo (Figura 20 A e B), nove semanas ap6s o inicio do
tratamento e houve redugdo na carga parasitaria, tanto na lesdo (Figura 20C) quanto no

linfonodo drenante (Figura 20D).
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Parametros bioquimicos hepdaticos de toxicidade como alanino aminotrasferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) e renal, como creatinina foram avaliados. ALT, AST e
creatinina ndo foram alterados nos animais tratados com a quercetina (Figura 20E, 20F e 20G),

segundo os valores de referéncia.

Figura 20-Efeito do tratamento oral com quercetina em hamsters infectados com Leishmania

braziliensis
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Legenda:Efeito do tratamento oral com quercetina em hamsters infectados com Leishmania braziliensis.Hamsters
golden (5 animais/grupo) foram infectados na pata com L. braziliensis e tratados a partir do sétimo dia
de infecgdo durante nove semanas 5X semana com 20 mg/kg com quercetina. Controles foram animais
ndo tratados. Em (A) o tamanho das lesdes (média + SEM).A seta indica o inicio do tratamento. Em (B)
Edema da pata lesdo 10 semanas apds a infecgdo.Cada ponto representa um animal de 2 experimentos
independentes (C) carga parasitaria da pata expresso em parasito/mg de tecido, o inset representa um
experimento independente expresso em unidades arbitrarias n=5 (D) Carga parasitaria do linfonodo
expresso em parasito /mg de tecido n=5. O inset representa um experimento independente expresso em
unidades arbitrarias n= 5 (E-G)Avaliacdo sérica de parametros bioquimicas (E) creatinina (F) Alanina
aminotrasnferase (ALT) e (G) Aspartato aminotrasferase(AST). As linhas tracejadas indicam os valores
minimos ¢ maximo de referéncia do CECAL- Fiocruz * p<0,05 , ** p< 0,01 , ***p<0,001.

Fonte: A autora, 2017

3.2.2 . Tratamento apds a lesdo estabelecida

Para avaliar se o tratamento com a quercetina era capaz de controlar uma lesdo ja estabelecida,
os animais infectados foram tratados quando a lesdo tornou-se aparente, em torno da 5%
semana e entdo, os animais foram tratados por 5 semanas com 20 mg/kg/dia da quercetina.
Nao foi observada diferenga no tamanho das lesdes desses animais (Figura 21 A e B).

Entretanto, houve reducdo significativa na carga parasitariana lesao e no linfonodo drenante
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(Figura 21 C e D). Parametros bioquimicos de toxicidade da func¢do hepatica como alanino
aminotrasferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e renal como creatinina foram
avaliados. ALT, AST e creatinina nao foram alterados nos animais tratados com a quercetina

(Figura 21E, 21F e 21G), segundo os valores de referéncia.

Figura 21-Efeito do tratamento oral com quercetina em hamsters infectados com L.braziliensis

apos lesdo estabelecida.
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Legenda: Efeito do tratamento oral com quercetina em hamsters infectados com L.braziliensis apos lesdo
estabelecida.Hamsters golden (5 animais/grupo) foram infectados na pata com L. braziliensis e tratados
apos o estabelecimento da lesdo 5x semana com 20 mg/kg com quercetina. Controles foram animais ndo
tratados. Em (A) o tamanho das lesdes (média £ SEM).A seta indica o inicio do tratamento. Em (B)
Edema da lesdo 9 semanas apds a infecgdo.Cada ponto representa um animal de 2 experimentos
independentes. (C) carga parasitaria da pata expresso em parasito/mg de tecido n=4. O inset representa
um experimento independente expresso em unidades arbitrarias n=5 (D) Carga parasitaria do linfonodo
relativo a 1 experimento n =4. O inset representa um experimento independente expresso em unidades
arbitrarias n=5. (E-G)Avaliacdo sérica de pardmetros bioquimicas (E) creatinina (F) Alanina
aminotrasnferase (ALT) (G) Aspartato aminotrasferase(AST).As linhas tracejadas indicam os valores
minimos ¢ maximo de referéncia do CECAL- Fiocruz * p<0,05, **p<0,01.

Fonte: A autora, 2017

3.3. Atividade da quercetina no modelo de infec¢cao comL. major

Para permitir explorar a atividade antiparasitaria da quercetina em outra espécie de
Leishmania e também avaliar um possivel efeito imunomodulador da quercetina, foi utilizado

o modelo de infec¢dao com L. major.
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3.3.1. Atividade em promastigotas

Para a avaliacdo da atividade da quercetina sobre as formas promastigotas de L. major, os
parasitos foram incubados por 96 horas com diferentes concentragdes da quercetina. Houve
diminuic¢ao na proliferagdo (Figura 22B) e na viabilidade dos parasitos ( Figura 22A), a partir
das concentracdes de e 330 puMinibindo até 66% o crescimento de promastigotas com

330uM(Figura 22A e B).

Figura 22-Atividade da quercetina sobre formas promastigotasde L.major
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Legenda. Atividade da quercetina sobre formas promastigotasde L.major. Promastigotas de L.major a 2 x
10%/mlforam distribuidas em triplicatas em placas de 24 pogos (0,5ml/pogo) e incubadas a 28°C durante 96 horas
na presenca das concentragdes indicadas de quercetina em meio Schneider’s com 20% de soro a 28°C. Controles
foram parasitos cultivados somente com meio de cultura e soro e DMSO a 0,02%. As células foram contadas em
camara de Neubauer, no ultimo dia de cultura (B) ou incubadas por 3 horas com o reagente MTT, nas ultimas
horas de cultivo (A) e o resultado mostrado no 4° dia de cultura. (média £ SD, n=3). *p<0,05, ** p<0,01.

Fonte: A autora, 2017.

3.3.2. Avaliacio da toxicidade em macréfagos de camundongos BALB/c

Com o proposito de avaliar a toxicidade da quercetina sobre células de camundongos
BALB/c, uma monocamada de macrofagos peritoneais foi incubada com diferentes

concentragdes da quercetina de por 48 horas. Apos o tempo de tratamento, a viabilidade foi
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avaliada através do reagente MTT.As células apresentaram perda da viabilidade celular a
partir da concentragdo de 330uM de quercetina (Figura 23) A concentragdo citotoxica para

50% dos macrofagos (CC50) foi estimada em torno de 343uM.

Figura 23-Viabilidade celular de macréfagos de camundongos BALB/c tratados com

quercetina
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Legenda:Viabilidade celular de macrofagos de camundongos BALB/c tratados com quercetina.Monocamadas de
macrofagos de camundongos BALB/c foram incubadas com diferentes concentragdes da quercetina, variando de
0- 660pM por 48 horas a 37°C/5% CO,. Apos o tratamento as células foram incubadas por 3 horas com MTT a
37°C/5% COs. O controle positivo para redugdo da viabilidade foi obtido utilizando 0,1% triton x-100.A
absorbancia foi mensurada a 570nm. (média +SD, n=3). O resultado expresso como percentual da viabilidade em
relagdo ao controle. ***p<0,001 * p<0,05.

Fonte: A autora, 2017

3.3.3 Atividade anti-amastigota

3.3.3.1 Determinacdo da IC50

Para avaliar a atividade da quercetina sobre amastigotas intracelulares de L. major,
monocamadas de macréfagos peritoneais de BALB/c foram infectadas por L. major e tratadas

com diversas concentragdes da quercetina por 48 horas. A quercetina foi capaz de diminuir o
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indice de infeccao em 48%, 53%, 62%,72%, 75% e 81%, nas concentragdes de 10, 20, 40, 80,
165 e 330uM, respectivamente. A IC 50 foi estimada em 14uM (Figura 24) O indice de
seletividade (IS) foi calculado em 23, sendo 23 vezes mais toxica para Leishmania major do

que para macrofagos de camundongos BALB/c (Tabela 7).

Figura 24- Atividade antiamastigota da quercetina em L. major
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Legenda:Atividade antiamastigota da quercetina em L. major. Uma monocamada de macrofagos de camundon
gos BALB/c foi infectada na propor¢do de 5:1 por 4 horas e submetidas ao tratamento com as concentragdes
indicadas da quercetina por 48h a 37°C/5% CO,. Apés o tratamento as laminas foram coradas e o indice de
infeccdo foi estabelecido pela contagem de pelo menos 100 macréfagos por microscopia oOtica. (média £SD,
n=3). ** p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: A autora, 2017

Tabela 7. Indice de seletividade da quercetina em macrofagos de camundongos BALB/c

infectados com L. major

IC50 amastigota CC50 macrofagos indice de seletividade

14.89uM 343.3uM 23

Fonte: A autora, 2017
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3.3.4Avaliacdo da atividade antiamastigota da quercetina em macrofagos de camundongos

BALB/c tratados por 24 horas antes da infeccio.

Com a intencdo de verificar se a quercetina modularia a atividade microbicida da célula
hospedeira, monocamadas de macréfagos de camundongos BALB/c foram tratadas por 24
horas antes da infec¢ao por L.major. O tratamento prévio dos macrofagos com a quercetina
reduziu o indice de infeccdo em 47%, 76% e 82% nas concentracdes de 80,165 e 330uM,

respectivamente (Figura 25).

Figura 25 -Avaliagdo da atividade antiamastigota da quercetina em macrofagos de

camundongos BALB/c tratados por 24 horas antes da infeccao.
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Legenda: Avaliagdo da atividade antiamastigota da quercetina em macréfagos de camundongos BALB/c tratados
por 24 horas antes da infeccdo. Uma monocamada de macréfagos de camundongos BALB/c foi tratada com
diferentes concentra¢des da quercetina por 24 horas, apos esse periodo, a quercetina foi retirada dos pogos ¢ a
monocamada de células foi incubada por 24 horas com meio de cultura para retirada de resquicios da quercetina e
posteriormente infectada na propor¢do de 5:1 por 4 horas a 37°C/5% CO,. Apds infeccdo, as células foram
incubadas com meio de cultura RPMI e soro fetal bovino por 48h a 37°C/5% CO,. Apbs, as laminas foram
coradas e o indice de infec¢do foi estabelecido pela contagem de pelo menos 100 macréfagos por laminula.
(média £SD, n=3). ** p<0,01 e ***p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.
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3.3.5 Avaliacdo da producio de citocinas por macroéfagos de camundongos BALB/c infectados

com L. major

Nos sobrenadantes de macrofagos infectados e tratados com a quercetina por 48 horas
apos a infeccdo, foi avaliada a producdo de citocinas. Nos macrofagos tratados com a
quercetina, houve redugdo dos niveisdas citocinas pro-inflamatorias IL-6 e
TNF(p<0,001)enquanto houve aumento nos niveisda citocina anti-inflamatéria IL-10

(p<0,001) (Figura 26). Os niveis de MCP-1 aumentaram com 165uM de quercetina (p<0,001).
Figura 26-Avaliagdo da producdo de citocinas nos sobrenadantes de macrofagos de
camundongos BALB/c infectados com L. major e tratados com a quercetina.
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Figura 26. Avaliagdo da produgdo de citocinas nos sobrenadantes de macrofagos de camundongos BALB/c
infectados com L. major e tratados com a quercetina. Uma monocamada de macrofagos de camundongos
BALB/c foi infectada na propor¢do de 5:1 por 4 horas e submetidas ao tratamento com as concentragdes i da
quercetina por 48h a 37°C/5% CO,. Apos esse periodo, o sobrenadante foi retirado e coletado para avaliagdo da
produgao de citocinas, realizada pelo método Cytometric Bead Array (CBA).*p<0,05, **p<0,01 , ***p< 0,001.

Comparacdo em relacdo ao controle com meio de cultura. # diferenga significativa entre os controles (Meio x
DMSO).

Fonte: A autora, 2017.
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3.4. Atividade in vivo da quercetina em camundongos BALB/c infectados com L. major

3.4.1. Tamanho de lesdo e carga parasitaria

Utilizando o modelo suscetivel para Leishmania major, camundongo BALB/c, avaliamos a
acdo da quercetina administrada pela via oral com 20 mg/kg a partir de 7 dias de infecgao
durante 9 semanas. Nos animais tratados, foi observado uma pequena diminui¢do no tamanho
das lesdes, ndo significativo estatisticamente (Figura 27A e B). Entretanto, houve uma
reducdo significativa da carga parasitaria, tanto na lesdo, quanto no linfonodo drenante (Figura

27 CeD).
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Figura 27-Efeito do tratamento oral com quercetina a 20 mg/ kg em camundongos BALB/c

infectados com Leishmania major
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Legenda: Efeito do tratamento oral com quercetina a 20 mg/ kg em camundongos BALB/c infectados com
Leishmania major.Camundongos BALB/c (5 animais/grupo) foram infectados na pata com L. major e tratados a
partir do sétimo dia de infeccdo dia de infec¢do durante novesemanas. Controles foram animais ndo tratados. Em
(A) o tamanho das lesdes foi monitorado por medidas semanais com paquimetro (média = SEM) . A seta indica o
inicio do tratamento (B) tamanho final da lesdo 9 semanas apos a infec¢@o.Cada ponto representa um animal.
Grafico relativo a 4 experimentos independentes. (C) carga parasitaria da pata (D) carga parasitaria do linfonodo
drenante. Expresso em unidades arbitrarias. **p<0,01,***p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.

Em outro experimento, a dose da quercetina administrada foi aumentada para 40 mg/kg
e o tempo de tratamento foi aumentado para 10 semanas. Na 11* semana de infeccao,
observamos que o grupo tratado com a quercetina, foi capaz de reduzir significativamente o
tamanho da lesdo (Figura 28A e B)e a carga parasitaria da lesdo (Figura 28C). A figura 29
mostra fotografias dos animais, onde pode-se observar que o edema das patas no grupo tratado
com a quercetina ¢ menor (Figura 29B) do que nos animais do grupo controle nao- tratado

(Figura 29A).
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Figura 28 - Efeito do tratamento oral com quercetina (40mg/kg) em camundongos BALB/c

infectados com L. major.
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Legenda:Efeito do tratamento oral com quercetina (40mg/kg) em camundongos BALB/c infectados com L.
major.Camundongos BALB/c (5 animais/grupo) foram infectados na pata com L. major e tratados a
partir do sétimo dia de infecg¢@o dia de infeccdo durante dez semanas. Controles foram animais ndo
tratados. Em (A) o tamanho das lesdes foi monitorado por medidas semanais com paquimetro (média
+ SEM) . A seta indica o inicio do tratamento em (B) tamanho final da lesdo 10 semanas apos a
infec¢cdo.Cada ponto representa um animal.. (C) carga parasitiria da pata. Expresso em parasito/g

tecido.* p<0,05.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 29— Fotografia de camundongos BALB/c infectados na pata traseira com L. major.

Legenda: Fotografia de camundongos BALB/ ¢ infectados com L. major na pata traseira, mostrando o edema de
pata na 11? semana de infec¢do. Em (A) grupo controle ndo- tratado. (B) Grupo tratado com a quercetina.

Fonte: A autora, 2017.
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3.4.2.Producdo de citocinas por linfécitos de camundongos BALB/ ¢ infectados e tratados
com quercetina 40mg/kg..

Para avaliar se a quercetina apresentaria atividade imunomoduladora, foi realizada a analise
d e produgdo de citocinas por linfocitos de camundongos apds 10 semanas de tratamento com
40 mg/ kg da quercetina. Os resultados mostraram que nos linfocitos estimulados com o
mitégeno (ConA), houve um aumento significativo das citocinas IL-2, IL-4 e IL-6 (Figura
30A, B e C) no grupo de animais tratados com a quercetina, quando comparado ao controle.
Nao houve alteragdo das citocinas IL-10, IL-17A, IFNy e TNF (Figura 30 D-G) Nao houve

alterac¢do na producao de citocinas pelas células sem estimulo mitogénico.

Figura 30- Producdo de citocinas por linfocitos de camundongos BALB/c infectados e

tratados com a quercetina (Continua)
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Figura 30- Produgdo de citocinas por linfocitos de camundongos BALB/c infectados e

tratados com a quercetina (Conclusao)
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Legenda:Produgdo de citocinas por linfocitos de camundongos BALB/c infectados e tratados com a quercetina.
Os camundongos BALB/c infectados com L. major foram tratados ou ndo com quercetina a partir do sétimo dia
de infecgdo. Ao final do experimento, as células do bago foram plaqueadas 2x10% ml e foram estimuladas ou ndo
com a concanavalina A (ConA) durante 72 horas. Os sobrenadantes foram coletados e foi feita a avaliagdo da
produgdo de citocinas pelo método Cytometric Bead Array (CBA) e a andlise feita por citometria de fluxo.
*p<0,05, **P<0,01.

Fonte: A autora, 2017.
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3.5 Avaliacao da atividade da quercetina em camundongos C57BL/6.

3.5.1 - Avaliacdo da toxicidade em macréfagos

Com o proposito de avaliar a toxicidade da quercetina para macréfagos de camundongos
C57BL/6, uma monocamada de macréfagos peritoneais foi incubada com diferentes
concentragdes da quercetina (0- 660 um) por 48 horas. Apos o tempo de tratamento, foi
avaliada a viabilidade através do reagente MTT. De modo similar aos macréfagos de BALB/c,
as cé¢lulas de camundongos C57BL/6, apresentaram perda da viabilidade a partir da
concentragdo de 330uM de quercetina. A concentragdo citotoxica de 50% dos macrofagos foi

estimada em 315.6 uM.

Figura 31- Viabilidade celular de macrofagos de camundongos C57BL/6.
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Legenda: Viabilidade celular de macrofagos de camundongos C57BL/6. Monocamadas de macrofagos de
camundongos C57BL/6 foram incubadas com diferentes concentragdes da quercetina, variando de 0- 660uM por
48 horas a 37°C/5% CO,. Ap6s o tratamento, as células foram incubadas com MTT por 3 horas a 37°C/5% CO;e
100pl de DMSO foi utilizado para a solubilizacdo dos cristais de Formazan. O controle positivo para reducao da
viabilidade foi obtido utilizando 0,1% triton x-100. A absorbancia foi mensurada a 570nm. (média £SD,
n=3)**p< 0,01, ***p<0,001.

Fonte: A autora, 2017
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3.5.2 Atividade antiamastigota e determinacdo da IC50

Para avaliar a atividade da quercetina usando macréfagos dos camundongos C57BL/6
sobre amastigotas intracelulares, monocamadas de macréfagos peritoneais desses animais
foram infectadas por L.major e tratadas com diversas concentracdes do flavonoide. O
tratamento por 48 horas apods a infeccdo (Figura 32 A) foi capaz de diminuir o indice de
infeccdo em 72% e 82% nas concentragdes de 165u e 330uM, respectivamente, enquanto que
o pré- tratamento diminuiu em 55%, 52% e 79% nas concentragdes de 80, 165 e 330uM
(Figura 32B). A ICso do tratamento por 48 horas apds a infeccdo, foi estabelecida em torno de

13uM (Figura 32C) e o indice de seletividade estabelecido em 22 (Tabela 8).

Figura 32-Atividade antiamastigota da quercetina utilizando macrofagos de camundongos
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Figura 32-Atividade antiamastigota da quercetina utilizando macréfagos de camundongos

C57BL/6 (Conclusao)
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Legenda: Atividade antiamastigota da quercetina utilizando macréfagos de camundongos C57BL/6.Uma monocamada de
macréfagos de camundongos C57BL/6 foi tratada por 48 horas apos a infeccdo (A e C) e tratados por 24 horas antes da
infec¢do (B).Controles foram macréfagos incubados com meio de cultura ou DMSO 0,02%. Em (A), ap6s a infeccdo, as
monocamadas de macréfagos foram tratadas por 48 horas com a quercetina. Em(B), as monocamadas receberam o tratamento
com quercetina antes da infec¢do por 24 horas e apés esse periodo, a quercetina foi retirada dos pogos e a monocamada de
células foi incubada por 24 horas com meio de cultura para retirada de resquicios da quercetina e posteriormente infectada na
proporgdo de 5:1 por 4 horas a 37°C/5% COz. Apos infecgdo, as células foram incubadas com meio de cultura RPMI e soro
fetal bovino por 48h a 37°C/5% CO2, posteriormente, as ldminulas foram coradas com pandtico e o indice de infec¢do foi
estabelecido pela contagem de pelo menos 100 macr6fagos por microscopia otica. (média £SD, n=3) ** p< 0,01***p < 0,001
Fonte: A autora, 2017.

Tabela 8. Indice de seletividade da quercetina em macrofagos de camundongos C57BL/6

infectados com L. major

IC 50 CC50 Indice de seletividade

13.83uM 315.6uM 22

Fonte: A autora, 2017.
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3.6 Atividade in vivo da quercetina em camundongos C57BL/6 infectados com L. major

3.6.1. Tamanho da lesdo e carga parasitaria

Utilizando o modelo resistente a infec¢ao com Leishmania major, o camundongo C57BL/6,
avaliamos a acdao da quercetina administrada pela via oral (20 mg/kg) a partir de 7° dia de
infeccdo durante 7semanas. Na oitava semana observamos uma pequena diminui¢do no
tamanho das lesoes Figura (33A e B), no entanto ndo significativo estatisticamente. A carga
parasitaria da pata (Figura 33C) ndo foi alterada e podemos observar um aumento

significativo de parasitos nos animais tratados no linfonodo drenante da lesdo(Figura 33D).
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Figura 33-Efeito do tratamento oral com quercetina (20mg/kg) em camundongos C57BL/6

infectados com L. major.
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Legenda:Efeito do tratamento oral com quercetina(20mg/kg) em camundongos C57BL/6 infectados com L.
major. Os camundongos C57BL/6 (6/7 animais/grupo) foram infectados na pata com L. major e tratados com 20
mg/kg quercetina a partir do sétimo dia de infec¢do durante sete semanas. Controles foram animais nio tratados.
Em (A) o tamanho das lesdes foi monitorado por medidas semanais com paquimetro (média £ SEM). A seta
indica o inicio do tratamento (B) tamanho final da lesdo 8 semanas apés a infec¢@o.Cada ponto representa um
animal (C) carga parasitaria da pata (D) carga parasitaria do linfonodo drenante. Expresso em parasito/g tecido. *
p<0.05.

Fonte: A autora, 2017.

Com o objetivo de avaliar se o tratamento com uma dose mais alta da quercetina seria eficaz,
oscamundongos C57BL/6 infectados foram tratados pela via oral com 40 mg/kg, a partir de
do 7° dia de infeccdo durante oito semanas. Na nona semana de infec¢do, ndo houve
diminui¢do significativa do tamanho da lesdo no grupo tratado(Figura 34A e B), porém, a
carga parasitaria da lesdo, foi significativamente reduzida no grupo tratado em relacdo ao

grupo controle (Figura 34C). Parametros bioquimicos de toxicidade da fun¢do hepatica como
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alanino aminotrasferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram avaliados. ALT,
AST, nao foram alterados nos animais tratados com a quercetina (Figura 34D e E), segundo os

valores de referéncia.

Figura 34-Efeito do tratamento oral com quercetina (40mg/kg) em camundongos C57BL/6

infectados com L. major.
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Legenda:. Efeito do tratamento oral com quercetina(40mg/kg) em camundongos C57BL/6 infectados com L.
major. Os camundongos C57BL/6 (6/8 animais/grupo) foram infectados na pata com L. major e tratados com 40
mg/kg quercetina a partir do sétimo dia de infec¢@o durante oito semanas. Controles foram animais ndo tratados.
Em (A) o tamanho das lesoes foi monitorado por medidas semanais com paquimetro (média = SEM) . A seta
indica o inicio do tratamento em (B) tamanho final da lesdo 9 semanas apds a infec¢do.Cada ponto representa um
animal. Em (C), carga parasitaria da pata.Expresso em parasito/g tecido*p<0,05. (D) Alanina aminotrasnferase
(ALT) (E) Aspartato aminotrasferase (AST).As linhas tracejadas indicam os valores minimos ¢ maximo de
referéncia do CECAL- Fiocruz. * p<0,05.

Fonte: A autora, 2017.

3.6.2 Producio de citocinas por linfoécitos de camundongos C57BL/6 tratados com quercetina

40mg/kg.

Para avaliar se haveria atividade imunomoduladora da quercetina, nos animais resistentes,
apods 9 semanas de infecg¢do, os animais foram eutanasiados e o bago retirado para avaliagdo da
producao de citocinas pelos linfocitos. Foi observado que houve aumento das citocinas IL-10,
IL-17A e IFN-y e TNF-a (Figura 35D, E, F e G) em linfocitos de animais tratados com a
quercetina e com estimulagdo mitogénica. Nao houve alteracdes nos niveis de IL-2, IL-4 e
IL-6 (Figura 35 A-C), Nao houve alteragdo na producdo de citocinas pelos linfocitos de

animais sem estimulo mitogénico.
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Figura 35-Producao de citocinas por linfécitos de camundongos CS57BL/6 infectados com

L.major
A
300 A
v
| |
= 200-
o
[}
b |
= 100+
—%— At \Ad
0 T T T
Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +
c
2500
A\
2000
E 1500
o]
o
? 10001
2
500
A VV
0‘“!- T T
Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +

10 A
81 ]
' v
E -
o
Q
° A
Y 4 I
= E ;
v
2-
o A
0 T T L T
Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +
D
*
500+ |—|
v
400+
E
m300-
[-3
=)
w2001
=
100 v
‘= 5 .
0 T L T T
Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +



101

E F
*%
8001 *
15000 |_|
| |
| 1
= 600+ v
£
o 10000
o VV
~ 4001 L
< z
~ m j-_L
:' 2004 5000
h £
|
1l eone—EE s : .
Controle Tratado Controle Tratado 0 ~—0-010-¢— i T T
Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +
COnA - - + +
G
6000 - .
v
g 4000
o
o
[’
z
— 2000 A
vy
0'#‘ -.#- T T

Controle Tratado Controle Tratado
ConA - - + +

Legenda:Produgdo de citocinas por linfocitos de camundongos C57BL/6 infectados com L. major. Os
camundongos C57BL/6 infectados com L. major foram tratados ou ndo com quercetina a partir do sétimo dia de
infecgdo. Ao final do experimento, as células do bago foram plaqueadas 2X10% ml e foram estimuladas ou ndo
com a concanavalina A (ConA) durante 72 horas. Os sobrenadantes foram coletados e foi feita a avaliagdo da
produgdo de citocinas pelo método Cytometric Bead Array (CBA) e a andlise feita por citometria de fluxo.
*p<0,05, **P<0,01 , p<0,001.

Fonte: A autora, 2017.
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4. DISCUSSAO

Os produtos naturais tém sido as principais fontes de substincias bioativas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Mais de 80 % dos medicamentos atuaissao oriundos
de produtos naturais ou inspirados em seus compostos (HARVEY, 2008). O uso de
medicamentos a base de ervas ¢ utilizado desde longa data em tribos primitivas, nas quais
mulheres se encarregavam de extrair das plantas principios ativos para utilizar no controle
de doencgas. Os primeiros registros fitoterapicos datam do periodo de 2838 a 2698 a.C,
quando um imperador Chinés catalogou cerca de 365 ervas medicinais e venenos utilizados
na época (VALE, 2002).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, compreendendo mais de 50.000
espécies de plantas superiores (20-22% do total existente no planeta), mais de 500 espécies
de mamiferos, cerca de 3.000 espécies de peixes, mais de 1.500 espécies de passaros, mais
de 500 espécies de anfibios e milhdes de espécies de insetos e microrganismos(CALIXTO
et al., 2000). A Amazonia ¢ a maior reserva de produtos naturais com agao fitoterapica do
planeta. Por este motivo e pela grande tradicdo do uso das plantas medicinais pela
medicina popular no Brasil, o interesse pelos estudos fitoquimicos e das propriedades
farmacoldgicas das plantas, vem sendo explorado extensivamente pelos pesquisadores
brasileiros. Atualmente,hd interesse pela industria farmacéutica em desenvolver novos
medicamentos, o que permite que este crescimento ganhe destaque no cendrio cientifico
mundial (YUNES, 2001; FRANCA et al ., 2008;CHEUKA et al., 2016).

Neste cendrio, metabolitos secundarios de plantas, como os flavonodides tem sido
estudados experimentalmente na leishmaniose. O flavondide quercetina possui inimeras
atividades  biologicas, inclusive atividade contra  diversas espécies de
Leishmania(MUZITANO et al., 2006, 2009a,;SEN et al., 2008;FONSECA-SILVA et al.,
2011, 2013).

O presente estudo avaliou o potencial da quercetina em dois modelos experimentais
daleishmaniose tegumentar: O modelo de infec¢do por Leishmania braziliensis, causadora
da leishmaniose tegumentar nas Américas € a espécie mais importante no Brasil e o
modelo de infec¢do porLeishmania major causadora da leishmaniose tegumentar em paises
do Velho Mundo, a qual ¢ bem estudada do ponto de vista da resposta imune em

camundongos.
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Foi avaliada a agdo in vitro e in vivo da quercetina em L. braziliensis € L. major.O ensaio
em promastigotas de L. braziliensis, demonstrou que, nas concentragdes testadas no ensaio,
ndo mostrou acao inibitdria significativa nesta forma evolutiva do parasito (Figura 14). Em
um estudo feito por MARIN et al., 2009, o flavonoide quercetina isolado da planta
Consolida oliveriana, apresentou efeito antiproliferativo em promastigotas de L.
braziliensis, apresentando uma IC50 de 53uM. No entanto,a cepa do parasito utilizada ¢
diferente do presente estudo (MHOM/BR/1975/M2904) e houve diferengas na
metodologia utilizada,o que pode explicar a diferenca nos resultados(MARIN et al., 2009).
Por outro lado, em promastigotas de L. major(Figura 22), a quercetina foi capaz de
promover diminui¢do da proliferacdo nas concentragdes de 330 e 660 uM. Em estudo em
que extratos de uma planta chamadaQuercus infectoria, que possui a quercetina entre os
seus metabolitos, verificou-se que esse extrato diminuiu a proliferacdo de L. major,
estabelecendo uma IC50 de 12,65 pg em promastigotas (KHEIRANDISH et al., 2016).

Em outras espécies de Leishmania, a quercetina também promove inibicdo da
prolifera¢do de promastigotas, como demonstrado por FONSECA-SILVA et al., 2011, que
foi estabelecida IC50 de 31,4 uM para L. amazonensis. Em L. donovani, a inibigao da
proliferacdo do parasito foi relacionada a inibicdo da enzima topoisomerase I e II do
parasito, utilizando em torno de 198 e 100 uM de quercetina (MITTRA et al., 2000). Estes
dados mostram que ha diferengas a sensibilidade e cepas do parasito.

A concentragdo citotdxica para célula de mamifero(CCsoy foi estimada em torno de 468,
343 e 315 uM (Figuras 15, 23 e 31) para macréfagos de Hamsters, camundongos BALB/c e
C57BL/6, respectivamente, tratados por 48 horas. Embora esses resultados mostrem pouca
diferenca entre si, em outros estudos sdo encontrados valores divergentes.No estudo de
MARIN et al., 2009, a CCso foi estimada em 125uM em macrofagos J774.2 tratados por 72
horas com a quercetina. No trabalho de FONSECA-SILVA et al., 2013, a CCso em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foi estimada em 80.2uM, com um tempo
de tratamento de 72 horas.As variacdes da concentracdo podem ser explicadas pela
utilizacdo de diferentes tipos celulares, como a JJ74.2 e o tempo de tratamento, que em
ambos trabalhos foram de 72 horas, enquanto que no presente estudo foi de 48 horas. .

A avaliacdo da atividade anti-amastigota da quercetina em L. braziliensis (Figura 16)
mostrou inibi¢do a partir da concentracao de 40uM, sendo a IC50 estabelecida em20uM em
48 horas.Em L. major (Figura 24 e 32), a ICso foi estabelecida em torno de 14 uM
(macréfagos de BALB/c e C57BL/6). FONSECA-SILVA et al., 2013, observaram que a

ICso em amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi estimada em 3.4uM em 72 horas
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de tratamento. Nos estudos de MUZITANO et al., 2006, utilizando quercetina isolada da
planta kalanchoe pinnata, estimaram a IC50 também de L. amazonensis em torno de 78uM.
Esses dados mostram que a quercetina tem atividade anti-amastigota em varias espécies de
Leishmania. As diferengas encontradas na IC50 podem refletir as variagdes na sensibilidade
de cada espécie e também o protocolo utilizado, sobretudo o tempo de tratamento com a
quercetina.

O indice de seletividade da quercetina em amastigotas intracelulares L. braziliensis e L.
major, foi calculado em 22, em macrofagos infectados de hamsters e camundongos
C57BL/6 e 23 em macréfagos de camundongos BALB/c (Tabela 6, 7 e 8), sendo 22 e 23
vezes mais seletivo para o parasito do que para a célula hospedeira. De acordo com
WENIGER et al., (2001), a eficacia biologica de um composto ¢ mais segura, quando o
indice de seletividade ¢ >10 (WENIGER et al., 2001).

O tratamento de macréfagos de hamsters por 24 horas com a quercetina antes da
infeccdo também foi capaz reduzir o nimero de amastigotas intracelulares de L.
braziliensis. Considerando que a quercetina ndo apresentou agdo em promastigotas nessa
espécie (Figura 14), essa reducdo do numero de amastigotas poderia estar ocorrendo
devido a uma possivel ativagdo do macrofago. Entretanto,dados da literatura relatam que a
quercetina ¢ capaz de inibir a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (CHEN et al., 2005,
2001; NIEMINEN et al., 2007) e nossos estudos anteriores demonstraram que o
tratamento prévio de macrofagos com a quercetina nao altera a producdo de 6xido nitrico
(SANTOS, 2012).

Desta forma, foi investigado se a quercetina induziria a produ¢ao de ROS. A quercetina

pode ter um potencial antioxidante, ou agir como pro-oxidante, em situagdes como alto pH
e a presenca de metais de transi¢do,induzindo a producdo de ROS(SAKIHAMA; COHEN;
GRACE, 2002), dependendo também do tipo celular e tempo de exposi¢do ao tratamento
com a quercetina(BOOTS et al., 2007; MAY et al., 1999).

A atividade pro-oxidante de um flavondide € diretamente proporcional ao numero de
grupos hidroxila na sua molécula (CAO et al., 1997). No estudo de MAY et al., (1999) a
concentragdo da quercetina que diminuia a viabilidade de células CHO era a partir da
concentracao de 200uM, sugerindo que nesta concentracao a quercetina possuia perfil pro-
oxidante. Dados anteriores mostraram que macrofagos tratados com quercetina por 24
horas antes da infeccdo por L. braziliensis, apresentaram aumento de ROS (SANTOS,
2012). No presente estudo avaliamos se a quercetina induziria a produ¢do de ROS em

macrofagos de hamsters ndo infectados e infectados com L. braziliensis ( Figura 18 e
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19).Em macréfagos tratados por 24 e 48 horas com a quercetina, foi observado um
aumento da producdo de ROS e H>O>, de maneira dose dependente, (Figura 19).Esse fato
sugere que a quercetina pode estar modulando o macrofago para um estado pro-oxidante,
sem alterar a viabilidade nas concentragdes testadas(Figura 15).

No trabalho de FONSECA-SILVA et al., 2013, o tratamento dos macrofagos nao-

infectados com a quercetina nao foi capaz de induzir a producdo de ROS, no entanto, as
concentragdes utilizadas foram de até 12 uM, bem mais baixas do que neste estudo que
foram de 165 e 330uM.
Em macréfagos tratados por 48 horas apos a infeccdo com L. braziliensis, observamos, que
a producdo de ROS e H20; ¢ aumentada de maneira dose-dependente (Figura 19)
sugerindo que este mecanismo,pode contribuir para a reducdo do indice de infeccdo. Em
macrofagos infectados com L. amazonensis, a quercetina aumentou a produgdo de radicais
produzidos ap6s 72 horas de tratamento (FONSECA-SILVA et al., 2013).

O efeito terapéutico da quercetina no modelo L. braziliensis foi avaliado em hamsters
golden (Mesocricetus auratus). Este modelo animal ¢ o que mais representa a doenca
humana causada por L. braziliensis(GOMES-SILVA et al., 2013; LORIA-CERVERA;
ANDRADE-NARVAEZ, 2014; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).Utilizando a dose de 20
mg/kg /dia, os hamsters infectados foram submetidos ao tratamento por via oral a partir
do 7° dia de infecdo ( Figura 20), apresentando diferencga significativa do tamanho da na
ultima semana de tratamento e diminui¢do da carga parasitaria na pata e nos linfonodos
drenantes (Figura 20 C e D). Os animais tratados apds o estabelecimento da lesdo, ndo
apresentaram diferencas no tamanho da lesdo, em relagdo aos animais nao tratados,
entretanto observou-se diminui¢do da carga parasitaria na pata e nos linfonodos drenantes
da lesdo (Figura 21).

Na leishmaniose experimental por L. donovani, hamsters tratados com a quercetina pela
via oral duas vezes na semana na dose de 14 mg/ kg/ dia, apresentaram uma diminui¢do da
carga parasitaria no bagco (MITTRA et al., 2000) e o mecanismo de a¢do relacionado a
inibi¢ao da topoisomerase Il de Leishmania donovani.

Os resultados in vitro do presente estudo, apontam para a inducdo da producdo de ROS em
macrofagos, fator que possivelmente estd relacionado a diminuigdo do numero de
amastigotas de L. braziliensis. Sabe-se que a produ¢do de ROSin vivo, pode ser toxica e
mutagénica para células eucaridticas, estando associada a inflamag¢do e doencgas
degenerativas(BALABAN; NEMOTO; FINKEL, 2005). No entanto, uma revisao feita por

HARWOOD et al., 2007, nao apontou evidéncias da atividade toxica e mutagénica nos
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estudos por ele relatadosin vivotanto em humanos, quanto em animais
experimentaistHARWOOD et al., 2007).

Estudos mostram que o potencial genotoxico da quercetina mediado pelo stress oxidativo ¢
minimizado pela degradacdo microbiana da quercetina no intestino, assim como pela
metabolizacdo, resultando numa baixa disponibilidade e rapida excrecdo na
urina.(HOLLMAN, 2001;BOOTS et al., 2007;HARWOOD et al., 2007)

A administracdo oral da quercetina ¢ capaz de controlar a artrite reumatdide em ratos
suprimindo a produgdo de IFNy em linfécitos T (SUN et al., 2008).A quercetina interfere
também com a acdo da IL-12 bloqueando a via de sinalizagdo JAK-STAT diminuindo a
diferenciagdo do linfocito T CD4 em Thl, permitindo o controle de encefalomielite em
camundongos(MUTHIAN & BRIGHT, 2004).Na miocardite auto-imune, em ratos, age
interferindo a producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-17, ou anti-
inflamatoérias como IL-10(MILENKOVIC et al, 2010). Em camundongos obesos, a
quercetina suprime o stress oxidativo e a atividade do NF-kB contribuindo para a
prevencdo do acumulo de células do sistema imune, o que resultaria na inflamagao cronica
(KOBORI et al., 2016).Em ratos, diminuiu sinais histologicos de inflamagdo suprimindo o
recrutamento de leucocitos, diminuindo os niveis de quimiocinas e niveis de peroxidacao
lipidica, além de aumentar a atividade enzimatica antioxidante (DONG et al., 2014).

O potencial imunomodulador da quercetina nos levou a investigar de que modo a
quercetina poderia modular a infec¢do experimental tanto in vitro quanto in vivo. Devido
as limitagdes no modelo hamster,em relagdo a estudos por imunoensaios, investigamos no
modelo de camundongo infectado porL. major, que possui maior disponibilidade de
reagentes e estudos bem delineados da resposta imune.

Em macrofagos de camundongos BALB/c infectados e tratados por 48 horas com a
quercetina (Figura 26),a producdo de citocinas inflamatorias foi reduzida, IL- 6 eTNF,
enquanto a produ¢do de IL-10 foi aumentada. A quimiocina MCP-1 foi aumentada na
concentracdo de 165uM e apresentou uma diminui¢ao da concentracdo de 330uM, em
relagdo ao controle.

AIL- 6 ¢ uma citocina pleiotropica envolvida na regulacdo das respostas inflamatérias, ao
se ligar no receptor IL-6Ra, a IL-6 dispara a dimerizagao do receptor de transducao de
sinal GP130 ou CD130, e sua fosforilagdo e a subsequente ativagdo de Janus tirosina
cinase (JAK)(HIRANO; NAKAJIMA; HIBI, 1998; KISHMOTO, 2005), que levam a
ativacdo de fatores de transdugdo e ativagdo de sinais STAT 1 e STAT 3. A quercetina ¢

um potente inibidor da via de sinalizagdo JAK/STAT- 3, reduzindo a proliferagao e
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migracdo de células tumoraistMICHAUD-LEVESQUE; BOUSQUET-GAGNON;
BELIVEAU, 2012).

Sabe- se que o tratamento com a quercetina ¢ capaz de inibir producdo de TNF, através da
modulacdo de NFkB (NAIR ET AL., 2006; RUIZ ET AL., 2007;HALEAGRAHARA et
al., 2017). Portanto, a diminui¢do de IL-6 e TNF observadas nos macrofagos tratados estdo
de acordo com os dados da literatura.

A MCP-1 ¢ uma quimiocina também conhecida como CCL2, pode ser produzida por
diferentes células e ¢ responsavel pela migracao de mondcitos e macrofagos para o tecido

(ROLLINS, 1996;RITTER et al., 2017). O aumento da MCP-1 em macréfagos infectados
com L.major e tratados com a quercetina, sobretudo na concentragdo de 165uM (Figura
26)contrasta de dados da literatura em que observa-se que o tratamento com a quercetina
promove uma inibi¢do desta quimiocina, ainda que outros tipos celulares, como adipdcitos
e mastocitos(CASTELLANI et al., 2007;CHUANG et al., 2010). No entanto, estudos
relatam que a infec¢do de macréfagos por L. major podem aumentar a produgdo de MCP-
1(MATTE; OLIVIER, 2002; RABBI et al., 2012)..

O tratamento com a quercetina em macréfagos infectados aumentaram de maneira dose-
dependente os niveis de IL-10 (Figura 26). Em um estudo com camundongos com
inflamacao sistémica induzida por LPS, a quercetina foi capaz de aumentar niveis de IL-
10 em macréfagos peritoneais desses animais (LIAO; LIN, 2015). A citocina IL-10 age
como uma citocina anti-inflamatoéria e supressora(BOGDAN; VODOVOTZ; CARL
NATHAN, 1991; GALDINO et al., 2016) Os resultados do presente estudo, estdo de
acordo com dados da literatura que mostram a acdo anti-inflamatoria da quercetina
modulando citocinas pro-inflamatorias.

Para avaliar o impacto do efeito imunomodulador da quercetina in vivo, foram utilizados
os camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L. major. Em camundongos BALB/ ¢
infectados com L. major, o tratamendo com a quercetina so foi capaz de reduzir o tamanho
da lesdao quando tratados com 40 mg/ kg da quercetina (Figura 28), entretanto observamos
significativa redugdo da carga parasitaria da lesdo e linfonodo drenante nas duas doses
administradas (Figura 27 e 28). Em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis
e tratados com quercetina pela via oral na dose de 16 mg/kg, foi observada diminui¢do do
tamanho da lesdo e da carga parasitaria em relacdo aos animais nao tratados (MUZITANO
et al., 2009).

Em linfécitos esplénicos de BALB/ ¢ infectados e tratados com 40 mg/ kg da quercetina,

houve um aumento das citocinas IL-2, IL-4 e IL-6, sem alterar os niveis de IL-10, IL-17,
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IFN-y e TNF (Figura 30). O tratamento oral de camundongos resistentes aL. major,
C57BL/6, com 20 mg/ kg ndo foi capaz de diminuir o tamanho da lesdo e a carga
parasitaria nesses animais ( Figura 33). Os animais tratados com 40 mg/kg de quercetina,
embora ndo tenham apresentado diminuicdo do tamanho da lesdo, apresentaram
diminui¢do na carga parasitaria ( Figura 34). A producdo de citocinas nos linfocitos
esplénicos desses animais tratados com 40 mg/ kg da quercetina, mostrou aumento nos
niveis de IL-10, IL-17, IFN-y e TNF. Os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6 nao
apresentaram alteragdes em relacdo ao grupo controle ( Figura 35).

No modelo suscetivel, observamos o aumento das citocinas IL-2, IL-4 e IL-6 (Figura
30). AIL-2 estd envolvida no crescimento celular de linfocitos B e T e nas respostas
imunes primarias ¢ de memoria in vivo(SAPAROV et al., 1999;MASPI; ABDOLI,
GHAFFARIFAR, 2016), ¢ capaz de modular a expressdo dos receptores das citocinas IL-
12, IL-4, IL-2 e IL-6 para a diferenciagdo celular em Thl, Th2, Treg e Th17 (LIAO et al.,
2009, 2011).

Foi relatado que células do linfonodo de camundongos BALB/ c infectados com L.
major, produziam 6 vezes mais IL-2 em cultura do que os camundongos C57BL/6
resistentes e isso foi associado a progressdao da doenca(HEINZEL et al., 1998).Em outro
estudo in vitro, nos estagios inicias da infeccao, foi demonstrado que a Leishmania major
também pode escapar do sistema imune via supressao da produgdo da citocina IL-2 e seus
receptores em linfocitos T(KHODADADI et al., 2013).Na infec¢do humana por L.
braziliensis, a IL-2 pode modular a suscetibilidade da doenca, aumentando a prote¢ao
contra lesdes cutaneas(OLIVEIRA et al., 2015). No presente estudo observamos o aumento
desta citocina, sobretudo em linfécitos de animais tratados com a quercetina. Entretanto, a
quercetina promove uma diminuicdo nos niveis desta citocina, como na inflamagao
induzida por LPS em macréfagos murinos(XUE et al., 2017)e também érelatadasuprimir a
producao de IL-2 e IFN-y em linfécitos T (YU et al., 2008).

Como no presente estudo, trata-se de animais infectados com L. major e foi relatado
anteriormente que os niveis desta citocina sdo maiores em animais suscetiveis, ¢ possivel
que o tratamento com a quercetina ndo tenha sido eficiente em controlar esse niveis nesses
animais suscetiveis ( BALB/ c).

A IL-4 ¢ uma importante citocina envolvida na suscetibilidade da infeccdo, pois a IL-4 ¢
capaz de regular negativamente a producdo de IL-12 e consequentemente uma resposta
Thl eficiente(MOHRS et al., 1999; RADWANSKA et al., 2007). Em modelos

experimentais murinos de doencas respiratdrias inflamatodrias, o tratamento oral com a



109

quercetina, além de reduzir o recrutamento de eosinéfilos, diminuiu a producao de IL- 4,
nos sitios inflamatérios (ROGERIO et al., 2010).

No presente estudo, os camundongos BALB/c infectados e tratados com quercetina
apresentaram ¢ um aumento dos niveis de IL-4 e IL-6 em relacdo aos nao—tratados (Figura
30). Na infec¢do por L. major, como resultado da disseminagdo, células TCD4+ produtoras de
IL-4, podem ser encontradas no figado e no baco duas semanas ap6s a infeccdo (SACKS,
2002). Desta forma, ¢ possivel que o tempo de infec¢ao destes animais (10 semanas) tenham
contribuido para o aumento dos niveis de IL-4. O aumento dos niveis de IL-6 nos animais
tratados ( Figura 30), também pode ter induzido um aumento da producao de IL-4, pois a IL-6
participa na diferenciacdo de células CD4 em células TH», através da inducdo da produgio
de IL-4 e também inibe a via de sinalizacdo de IFN-y, desta forma, impedindo a formacgao
de uma resposta Th1(RINCON et al., 1997; DIEHL et al., 2000).

Os efeitos supressores da IL-10 tem papel crucial no desenvolvimento da infecgao.
Linfocitos T e células apresentadoras de antigenos sdo importantes fontes desta citocina.
Em um estudo com camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados com L. majordeficientes
em IL-10 especifica de linfocito T, foi observado que a lesdo desses animais apresentou
um aumento significativo, acompanhado de aumentode IFN-y e IL-4 nos linfonodos
drenantes da lesdo no inicio da infeccao (FIORENTINO et al., 1999; SCHWARZ et al.,
2013). No presente estudo, os animais resistentes alL. major tratados com a quercetina
durante 8 semanas, apresentaram aumento nos niveis de IL-10, o que corrobora com
estudos em outros modelos experimentais de inflamag¢do, como a inflamacgdo sistémica
induzida pelo LPS (LIAO & LIN, 2017)

Na Leishmaniose mucosa, a superproducdo de IFN vy, ¢ consideradaum fator que
exacerba a patologia. Na leishmaniose experimental por L. major, em camundongos
C57BL/6, foi visto que na auséncia da IL-10, a IL-17, contribui para a inflamagdo e dano
tecidual, mediando a imunopatologia da doenca (LOMBANA et al., 2013). A IL-17
também pode induzir citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF e quimiocinas (MASPI;
ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).J4 foi relatado também que nesses camundongos
(C57BL/6), as células Th17 estao associadas com um papel protetor, devido ao aumento da
proliferagdo celular, recrutamento de neutréfilos e macrofagos classicamente ativados,
prevenindo o desenvolvimento da lesao (WU et al., 2010). Por outro lado, a suscetibilidade
dos camundongos BALB/ também foi associada a producgdo de IL-17. Os camundongos
deficientes desta citocina produziram menor niimero de neutréfilos, quando comparados

aos camundongos selvagens, desta forma, associando a producgao de IL-17 ao recrutamento
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de neutrdfilos contribuindo para a progressio da doenca(LOPEZ KOSTKA et al,
2009).Entretanto, varios trabalhos relacionam o tratamento experimental com a quercetina
com a a diminuic¢do de citocinas pro-inflamatorias como IL-17 e TNF, como no tratamento
da artrite experimental em camundongos C57BL/6, onde o tratamento com a quercetina foi
capaz de reduzir a severidade da lesdo, diminuindo os niveis destas citocinas
(HALEAGRAHARA et al., 2017).

O perfil de resisténcia dos camundongos C57BL/6 estd associado a resposta tipo 1,
com aumento de citocinas pré-inflamatorias como IFN-y e TNF-a, que estimula a sintese
da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), levando a produ¢do de 6xido nitrico e
controle dos parasitos. Os linfocitos de animais tratados com a quercetina aumentaram o
nivel dessas citocinas (Figura 35). Entretanto, outros estudos demonstraram que o
tratamento com a quercetina pode suprimir os niveis de IFN-y e TNF(LEE et al.,
2013;HEEBA; MAHMOUD; HANAFY, 2014(HALEAGRAHARA et al., 2017).

Os resultados deste estudo mostram que a quercetina foi capaz de diminuir o nimero de
amastigotas intracelulares nos trés modelos experimentais de infec¢do e que esse efeito tem
relacdo com a produ¢do de ROS promovida por macrofagos infectados com ou ndo infectados
com L. braziliensis, sem que ocorra dano a cé€lula hospedeira. Além disso, observou-se uma
modulagdo na producdo de citocinas em macrofagos infectados com L. major. In vivo, o
tratamento experimental promoveu diminui¢do da carga parasitaria, o edema da lesdo e

modulacdo da produgao de citocinas, que pode contribuir para o seu efeito terapéutico.
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CONCLUSOES

In vitro a quercetina apresentou efeito antiparasitdrio em L. braziliensis e L. major,
sobretudo na forma amastigota intracelular. Também foi capaz de induzir a producdo de ROS
em macrdfagos de hamsters infectados ou ndo com L. braziliensis. Em macréfagos de
camundongos BALB/c infectados com L. major, a quercetina modulou a producao de citocinas
para um perfil anti-inflamatorio.

Em hamsters infectados com L. braziliensis, o tratamento pela via oral com 20 mg/ kg de
quercetina iniciado sete dias apos a infeccdo, foi capaz de diminuir tanto o tamanho da lesdo
quanto a carga parasitaria. Entretanto, o tratamento apds a lesdo estabelecida ndo foi capaz de
controlar o desenvolvimento da lesdo, no entanto, reduziu a carga parasitaria.

Em camundongos BALB/ ¢ infectados com L. major, o tratamento pela via oral com 20 mg/
kg de quercetina reduziu a carga parasitaria sem diminuir o tamanho da lesdo. O tratamento
com 40 mg/ kg da quercetina foi capaz de diminuir tanto a lesdo quanto a carga parasitaria.

Em camundongos resistentes, C57BL/6, tratados com 40 mg/ kg de quercetina, houve redugao
da carga parasitaria. Embora o tratamento com quercetina ndo tenha mudado o perfil de

citocinas produzidas em cada modelo, induziu significativo aumento em sua produgao.
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