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RESUMO

A capacidade imuncestimulatoria dos ribonucicosidecs  sintéticos com
substituicbes nas posicbes 7 efou 8 foi comprovada em experimentos in vifro e
tratamenios experimentais. Diante da evidéncia de que os parasitas do género
Leishmania infectam macrofagos, possuindo um complexc mecanismo de escape e,
néo raro,’ os tratamentos convencionais s&o insficientes, o objetivo deste trabalho foi
testar a possibilidade da utilizac8o do ribonucieosidec 8-Bromo-Guanosina (8BrGuo) no
tratamento da isishmaniose utilizando o modelo murino. Testes in vitro comprovaram
que este composto ativa macrdfagos murinos infectados com formas amastigotas de
Leishmania (L.) amazonsensis, diminuindo a infeccao em cerca de 70%. Também foram
realizados experimentos in vifro com o objetivo de avaliar o mecanismo de acéo deste
composto na ativacdc de macréfagos e destruicdo dos parasitas. Foi analisada a
producdo de nitrito, um subproduto do éxido nitrico, composto com capacidade
oxidativa e tdxica a microrganismos. Para os testes in vivo, com camundongos de
linhagem isogénica CBA/J, utilizamos diferentes vias de inoculacao e apresentacio de
8BrGuo, sendo que o processo mais eficiente @ menos agressivo foi o intraperitoneal e
a melhor resposta foi em solug&o utilizando Tween 80% como adjuvante. Paralelamente,
investigamos as dosagens de 8BrGuo, sendo que algumas mostraram resultados
estatisticamente significativos relacionados & diminuicdo da infeccdo. Observamos que
o composto mosirou toxicidade nas doses mais elevadas. Mas andlises histologicas
mostraram que o composto 8BrGuo néo provocou alteragdes teciduais hepaticas e

renais 24 horas apds o tratamento, nem apos 80 dias. Testes bioquimicos de enzimas
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sanglineas (iransaminase glutdmico pirdvica e transaminase giutadmico oxaloacética),
creatinina e hemograma completo mostraram-se normais guando comparados a
animals controles. Podemos afirmar, inicialmente, que existe a possibilidade de
tratamento da ieishmaniose com a 8BrGuo. Contude ainda ha necessidade de maiores
avaliagbes deste composito quanitc aos comportamentos farmacocingticos e

farmacodindmico.




ARSTRACT

immunostimulatory ability of nuclecsides substituted in either C8 or C8 and N7
positions has been tested in experimental in vifro treatments. Species belonging to the
Leishmania genus parasitize macrophages displaying complex immune mechanism of
escape, and treatments of leishmaniasis is often inefficients. The aim of this project was
to test the 8BromoGuanosine (8BrGuo) in the treatment of cutaneous leishmaniasis in a
murine model. The first tesis confirmed that 8BrGuo ativated murine macrophages
infected with Leishmania (L.} amazonensis amastigotes in vifro leading to 70% of
infection reduction. In order to study the action mechanism of 88rGuo in the parasite
destruction inside the macrophages, another in vifro experiments were carried out, such
as the production of nitrite, a subproduct of niric oxide, a powerful oxidative and toxic
compound for microrganisms. These results encourage us to continue the investigations
with 8BrGuo and isogenic mice CBA/J were for in vivo tests. Different administration
routes of 8BrGuo were evaluated and the intraperitoneal route showed to be the most
efficient and less agressive to the animals tested. Treatment with 8BrGuo and Tween®
as na adjuvant led o statistically significant decrease of L. (L.} amazonensis lesions.
Although the drug presented animal toxicity at high doses, at concentrations of 8BrGuc
used in the present work it was not observed tissue damages in liverand Kidney from
treated CBA/J mice. Our results suggest that 8BrGuo induced a therapeutic effect during
the leishmaniasis infection in murine model. Future studies concermning time assimilition,
half time, elimination, and degradation of 8BrGuo will provide additional clues for the

function and polential use of this compound as a therapeulic agent against

leishmaniasis.




INTRODUCAD

A leishmaniose € uma moléstia parasitéria causada por protozodrios do género
Leishmania. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) ha 350 milhdes de
individuos expostos ac risco de infecgdo, sendo que existem cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas e surgem anualmente mais 2 milhdes de novos casos (WHO, 1996).
No Brasil sao notificados mais de 20 mil novos casos por anc (CVE, 1995). Embora
esses numeros sejam subestimados, a OMS considera a doenga enire as 6 parasitoses
de maior importancia mundial {Berman, 1987 WHO, 1985).

Atuaimente as pesquisas sobre o parasita tem aumentado. E possivel gue isso
se deva a incius@o da leishmaniose na lista de doencas oportunistas em individuos com
imunodeficiéncia adquirida, bem como ao aumento da incidéncia dessa parasitose em
diversos paises {Berman, 1997).

Tipica de regibes de clima tropical e subtropical, a Leishmania sp. é encontrada
na Europa, Asia, Africa e Américas (Laison & Shaw, 1992). Pertence taxonomicamente
ac reino Protista, sub-reino Protozoa, filo  Sarcomastigophora, classe
Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, sub-ordem Trypanosomatina e familia
Trypanosomatidae, cujos géneros séo todos parasitas.

Apesar do consens¢c quanto a origem monofilética, & classificacdo e a
identificacac das espécies do género Leishmania sio complexas (Kerr,2000), sendo
baseadas em caracteristicas intrinsecas como morfologia, aspectos bioguimicos e

analise de DNA e, extrinsecas como aparéncia clinica das leses e distribuicio

geografica (Shaw, 1994; Ashford, 1997; Stevens & Gilson, 1999).
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O género Leishmania compreende 27 espécies, que podem ser organizadas em
dois grandes grupos: do Velho e do Nove Mundo, ou ainda em dois sub-géneros:
Viannia Laison & Shaw, 1987 e Leishmania Safjanova, 1982, classificacdes estas que
nao sao reciprocamente excludentes. Assim o subgénsro Leishmania é encontrade
tanto no Velho quanto no Novo Mundo, porém o subgénero Viannia aparece apenas no
Novo Mundo (Laison & Shaw, 1992). A distribuico enfre o Velho e Novo Mundo
considera apenas a localizacdo geogréfica onde s&o encontrados os parasitas, uma
caracteristica extrinseca. Enquanto a classificaclo por subgéneros avalia a posicdo do
promastigota no tubo digestivo do vetor, Os promastigotas do subgénero Vianniz séo
encontrados no intestinec posterior do flebotomineo, migrando para a parte anterior na
fase de metaciclogénese; enquantc os promastigotas do subgénero Leishmania
residem exciusivamente na regido do intestino anterior (Laison & Shaw, 1992).
Além desta classificacdo, também foi criada a idéia de complexos, por Laison e
Shaw em 1972, sugestdo bem aceita mesmo ndo sendo uma unidade taxondmica
(apud Shaw, 1994). Diante destas observacgdes, o Brasil possui espécies pertencentes
aos complexos Leishmania mexicana, Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis
responsaveis por afeccles cutdneas e mucocutdneas e Leishmania donovani

envolvidas na leishmaniose visceral (WHO, 1890).

CicLO EVOLUTIVO DA Leishmania sp

C cicle evolutive da Leishmania spp & heteroxénico ou digenético, contudo ndo

ha diviso enire hospedeiros definitivos e intermedidrios uma vez gue o parasita
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multiplica-se apenas por divis8o bindria nas duas formas evoiutivas apresentadas:
amastigota e promastigota.

A forma amastigota apresenta formato arredondado com 2 & 4um & o flagelo
reduzido restrito a bolsa flagelar que mantém-se fechada, sendo parasita de células do
sistema mononuclear fagocitario, principalmente macréfagos (Rey, 1991, WHO, 1990}

Por outro lado, a forma promastigota € encontrada no tubo digestivo de fémeas
de diptercs flebotomineos (Diptera: Psycodidae: Phiebotominae: Phlebofornus sSpP.,
Lutzomya spp. & Psychodopygus spp.) {Lainson & Shaw, 1992). Existem cerca de 32
especies desses dipteros com capacidade de transmissao do parasita (WHO, 1990). O
flebotomineo contamina-se durante o repasto sangiineo ao ingerir, junto com o sangue,
macrofagos repletos de formas amastigotas. No tubo digestivo do fiebotomineo forma-
se uma membrana peritrdfica, onde os amastigotas diferenciam-se em promastigotas e
apos 2 dias a membrana se rompe. Em seguida, os promastigotas aderem-se & parede
do intestino, multiplicam-se e, durante os proximos 7 dias cessam a divisdo e
diferenciam-se em formas metaciclicas (Sacks & Perkins, 1984). Quanto a fase
metaciclica dos promastigotas, Sacks & Perkins (1984) demonstraram que estes sao
morfologicamente iguais aos promastigotas em fase prociclica, sendo impossivel
diferencia-los {Sacks & Perkins, 1984). Os promastigotas metaciclicos migram para a
regiao anterior do aparelho digestivo, entre o esdfago e a faringe, onde permanecem
ate o proximo repasto sanglineo (Sacks & Perkins, 1984; Schiein, 1993).

Durante um repasto sangliineo, o inseto, infectado ou ndo, rompe a epiderme do
mamifero e quando infectado regurgita promastigotas juntamente com sua saliva devido
a danos provocados pelos promastigotas na valvula cardiaca (Schiein, 1993). Esta

saliva injetada Inicialmente, tem funcdo vasodilatadora que facilita a alimentacéo do
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flebotomineo (Ribeiro ef a/, 1989) e, ainda auxilia no estabelecimento da infeccdo, pois
estimula uma reagao irritativa e sinaliza a migracéo de macrdfagos para a area (Ribeiro,
1987 e 1989; Titus & Ribeiro, 1988). J& os promastigotas inoculados s&o em numero
reduzido e sensiveis a resposta humoral, sendo que & maioria destes & eliminada pela
acio dos componentes do sistema complemento (Puentes ef al, 1888). Na populacéo
inoculada, os promastigotas metaciclicos sdc mais resistentes que os promastigotas em
fase prociclica (Franke et al, 1985; Sacks, 1989) Esta diferenca é creditada a
quantidade de diversos fosfoglicanos, lipofosfoglicanos (LPG) e glicolipideos expostos
na membrana dos promastigotas, os quais modificam sua conformacio durante esta
transformac&o (Sacks & Silva, 1987; Sacks, 1989; Sacks, ef a/, 1995). Além dessas
moléculas, a glicoproteina de peso molecular de 63 Kd {gp63) (Chang & Chang, 19886;
Chang et a/, 1986) e considerada outra importante molécula protetora conira a agéio do
sistema complemento. A gp83 atua sobre a cascatz do sistema complemento,
impedindo a conexdoc dos componentes a partir do C5 ao C9, pela clivagem da porcéo
C3b e, a conseqlente lise da membrana plasmatica do parasita. Pode ocorrer também,
a hidrolise da porgdo C3b gerando C3a e C5a que sdo quimiotcteis para mondcitos
jovens e estimulam a migracéo destas células a regido onde os parasitas se enconfram
{Olafson et a/, 1990; Handman, 2000a).

As espécies de Leishmania ndo promovem uma entrada do tipo ativa na célula
hospedeira como como o Trypanosoma cruzi ou o Toxoplasma gondii, por exemplo
(Mauél, 1996). Assim, com a opsonizagdo dos promastigotas com a porcdo do
complemento IC3b restante e o envolvimento do receptor CR3 e outros receptores de

membrana da célula hospedeira como manose-fucose, fribronectina, CR1 e CR4, os




parasitas sdo fagocitados sem induzirem a ativac@o dos macréfagos (Mauél, 1996;

Solbach & Laskay, 2000).

Com o englobamento do parasita pelo macréfago forma-se um vaclolo que tem
sua fus8o com 0s lisossomos postergada pelos promastigotas, por um periodo de
tempo suficiente para que ocorra a transformacéo dos promastigotas em amastigotas.
Apés essa diferenciacio, o parasita em sua forma amastigota seréd mais resistente a
acao das enzimas como hidrolases, catalepsinas e B-glucoronidase e ac pH de
aproximadamente 50 que serd formado mediante a fusdo do vactolo com os
lisossomos, originando o vaclolo parasitdforo (Zilberstein & Shapira, 19%4; Veras, 1998;
Rabinovich, 1996). E ento, as formas amastigotas multiplicam-se dentro dos vacuolos.

Até recentemente, acreditava-se que apés a proliferacéo do parasita, ocorreria ¢
rompinﬁento da membrana celular do macréfago. Assim, os amastigotas alcancariam
novamente o meio extracelular e infectariam ouiros macréfagos proximos. Contudo,
atualmente, acredita-se que o parasita induz a fusdo da membrana do vacdolo
parasitéforo com a membrana celular, deixando ¢ macréfago viavel. Esta verificacio
pressupde que o parasitismo protela a apoptose do macrdfagoe, o que pode caracterizar
a cronicidade da doenca (apud Bogdan & Réllinghoff, 1899, Bogdan ef al, 2000;
Handman, 2000a).

De gualquer forma, os amastigotas alcangam novas céiulas competentes e s&o
fagocitados. Ao contrario da fagocitose de promastigotas, a fagocitose de amastigotas
ainda n&o esta bem descrita. Contudo, alguns autores demonstraram a importancia de

glicolipideos (Barbieri ef al, 1993; Straus ef al, 1993) e proteoglicanocs (Love ef af, 1993}

expostos na membrana dos amastigotas durante a infeccéo.
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Finalmente, o ciclo se completa quando o mamifero infectado € picado por outro
flebotomo sadio gue, junto ao sangue, ingere macrdfagos parasitados durante o repasto

sangiineo.

FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIOSE

A leishmaniose cutanez (L.C) € a forma da doenca de maior prevaléncia em todo
o mundo (WHO, 1985). Esta parasitose pode manifestar diferentes aspectos clinicos e
periodos de incubacao, dependendo da especie de Leishmania envolvida. A incubacéo
varia de alguns dias a 2 ou 3 meses para o surgimento da les8o inicial no iocal da
picada do flebotomineo. Esta lesdo inicial € geraimente pépulo-vesiculosa com
aproximadamente 1 cm de didmetro, recoberta por uma crosta e apos a perda desta
camada & papula formada sofre ulceracBo e passa a apresentar as caracteristicas
tipicas da les&o leishmanidtica: ulceraco crbnica e indolor, contorno regular e bordas
salientes tathadas a pique, com fundo avermelhado e granulose, recoberto ou ndo de
exsudato serosc ou serosanguinclento (Rey, 1991; CVE, 1995). Simultaneamente ou
posteriormente a formacéc da lesdo inicial pode ocorrer disseminacao linfatica ou
hematogénica produzindo metastases cuténea, subcuténea ou mucosa {Neves &ef al,
2000). As diferencas patologicas que caracterizam as varias formas clinicas da doenca
refletem um balanco entre a multiplicagdo de parasita € a resposta imunolégica do
hospedeiro (WHOQ, 1890). Apds a cura sempre ocorre a formagao de cicatrizes atrdficas,

isto e, cicatrizes com depressac e pigmentacao alterada (WHO, 1920; Berman, 1998}
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A leishmaniose cuténea difusa (LCD) é uma forma rara da doenca, causada por
L. (L.} aethiopica, no Velho Mundo, e espéciss do complexo mexicana, L. (L) mexicana
e L (L) amazonensis, no Novo Mundo (WHO, 1980; Becker ef al, 1999). Estes casos
de infeccdo crbnica e progressiva atingem 3% dos individuos infectados por estas
especies. Nao ha diferencas entre as lesbes causadas pelas espéoies do Velho & as do
Novo Mundo. Essas lesOes n&o sdo ulceradas, formando uma placa, papula ou verrugs
gue apresentam-se repieta de parasitas subcutdneos gue disseminam-se
especialmente peio rosto (WHQO, 1990). O tratamento apresenta dificuldades,
mostrando-se, a LDC, refrataria a medicagio convencional com antimoniato (Becker of
al, 1909). O paciente, mesmo quando alcanca aiguma melhora, pode manifestar
recaidas {Convit ef a/, 1988). Segundo a OMS este quadro afeta 30% dos individuos
atingidos por este tipo de leishmaniose (WHO, 1892).

Na forma mucocutanea (LMC) ha o comprometimento cutanec e da mucosa
naso-faringea. isso ocorre provavelmente através da disseminagio de amastigotas pela
via linfatica, aparecendo mesmo apds alguns anos da cicatrizac8o da lesio cuténea
primaria. Este perfil da leishmaniose s6 ocorre no Nove Mundo €, acredita-se que a
unica espécie responsavel seia a L. (V) brazifiensis, que causa seglelas e estigmas
sociais. Entretanto, existem raras descricdes deste tipo de comprometimento por L. (V)
guyanensis (WHO, 1888). O probiema s ndo e pior porque € de baixa incidéncia,
segundc a OMS mantém-se entre 1% a 2% dos casos de leishmaniose cutanea,
podendo alcangar 10% em determinados grupocs populacionais (WHO, 1996).
Entretanto o Centro de Vigildncia Epidemioldgica do Estado de Sac Paulo afirma que

este valor chega a 5% dos casos no Brasil (CVE, 1995).
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Em casos de leishmanicse visceral (LV) o parasita esté presente em macréfagos

de orgéos internos como baco, figado e medula Gssea (Herwaldt, 1988: WHO, 1985).
Ao contrario da forma cuténea, a LV n&o tem cura espontanea e, geralmente leva a
Sbito quando nao tratada (WHO, 1985 e 1996). Portante, é um problema de sadde
publica mais dificil que os casos cutdneos (WHO, 1896). Porém, em aiguns casos
apresenta-se, por muito tempo, assintomético ou subclinico (Berman, 1997), & ginda hé
indicios de casos com cura esponténea em areas endémicas (Berman, 1988, WHQ,
1996). Os sintomas mais comuns da LV s&o febre e emagrecimento, escurecimento da
pele e, em um estagio mais avancado percebe-se hepatoesplenomegalia, anemia e
hipergamaglobulinemia (Berman, 1988; WHO, 1980). As complicacdes devido ao
estado geral do paciente levam a dbito 15% a 30% dos individuos infectados (WHO,
1996, Berman, 1997). Todos os agentes responsaveis por este quadro sdo parasitas
pertencentes ac complexo donovani, no Velho Mundo - L. (L.) donovani, L. (L.} infantum
e L. (L) archibaldi - e no Nove Mundo, ha apenas uma espécie, L. (L.} chagasi. Os
parasitas deste complexo podem provocar o processo de leishmaniose cuténea pés-

calazar, caracterizada por maculas, papulas ou nddulos mdltiplos na pele (WHO, 1990).

ESPECIES DE Leishmania sp MAIS COMUNS NO BRASIL

Leishmania (L.) amazonensis, a espécie utilizada em nosso estudo, esta
presente em florestas primarias e secundarias, alagadas e até em refiorestamentos.
Porém néo é restrita 3 regidc amazdnica, estendendo-se a outras regides do Brasil

como Maranh&o, Bahia, Ceard, Mato Grosso, Minas Gerais e Espiritc Santo (WHO,
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1992). Ate mesmo em regibes mais ac sul do pais, como Maringa _ Parana, ja foi
confrmado um caso autdctone desta espécie (Silveira ef al, 1980). Os reservaidrios
naturais mais importantes s8o Proechimys guyanensis e Oryzomys capitc e algumas
especies de marsupiais foram encontradas infectadas, porém naoc apresentavam
lesdes. No homem a doenga € pouco fregliente, sendo considerado hospedeiro
acidental. Nestes casos, o vetor é o Lufzomya flaviscuteilata (WHO, 1985; CVE, 1995).

A Leishmania (V.} guyanensis fica restrita a bacia amazdnica _ Para, Roraima e
norte do Mato Grosso _ regifio de floresta Umida, tendo como reservatérios silvestres
principalmente edentados como o tamandué (Tamandua fefradactyla) e praguica
{Chologpus didactyius), roedores (Froechimys guyanensis) e, finalmente, em areas
desmatadas, os gambas (Didelphis marsupialis) (Lainson & Shaw, 1982). Os vetores
s&o Lutzomya umbratilis, que prefere troncos de arvores sendo abundante na regido de
chuvas e Lu. whitmani (Lainson & Shaw, 1992; WHO, 1985).

Também a L. (V.) braziliensis € amplamente distribuida por todo pais, desde a
regido amazonica ate a regido sul em Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo mais
freqlente no norte e nordeste. No Estado de S&o Paulo tem aumentado o ndmero de
casos e cidades atingidas, até mesmo em locais onde anteriormente inexistia (CVE,
1895). Nas regides endémicas os velores desta especie sdc diferentes. Assim, Lu.
wellcomei e principaimente o Psychodopygus wellcomei, espécies altamente
antropofilicas, sdo encontradas na regido amazdnica (Lainson & Shaw, 1992) e Lu.
whitrmani na regido cacaoeira na Bahia. Lu. intermedia, no estado do Rio de Janeiro, é
considerado um vetor em potencial, entretanic n&o esta comprovado seu envolvimento
na transmissaoc. A L. (V.) braziliensis é encontrada em cées e, também em eqlinos nos

estados do Ceard, Rio de Janeiro e Bahia e, em roedores (Raffus frugivorus e
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Proechimys guyanensis) no Ceara (Akodon arviculoides) e Minas Gerais {CVE, 1985;
WHO, 1985}

A L. (L) chagasi é encontrada na maioria dos estados brasileiros com
notificacgo em 20 deles (WHO, 1985). Mas € a regi&o nordeste que apresenta a maior
prevaléncia, acumulando cerca de 70% dos casos de leishmaniose visceral brasileiros,
sendo que a maior incidéncia ocorre em criangas abaixo de 5 anos (WHO, 1985; Laison
& Shaw, 1992). Esta espécie é transmitida por Lufzomia fongipalpis, que possul um
habito peridomiciliar e tem espécies de raposas (Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus)
como principais reservatdrios naturais, também ha descriclo de uma espécie de gamba
infectado (Dideiphis albiventris), mas & considerada uma infeccéo acidental {CVE, 1995
Laison & Shaw, 1994; WHO, 1985). A leishmanicse visceral canina apresenta-se em
expanséo e, em alguns locais a incidéncia da infecgdo atinge mais de 20% dos caes
urbanos (WHO, 1985) ¢ que evidencia um fator de preccupacéo para a satde plblica.

QCutras espeécies sdo descritas no Brasil, tais como:

Leishmania (L.} enriettii em porco da india (Cavia porcelius) no Parana.

Leishmania (L.} deanei em porco espinho no Piaul,

Leishmania naiffi em tatus {Dasypus novemcictus) no Paréd, com dois vetores, Lu.
ayrozai e Lu. paraensis e, com descrigdo de casos humanos no Amazonas.

Leishmania (V.} lainsoni em pacas {(Agouti paca), com registro de casos humanos
em Tucurui, no Para. Acredita-se que o vetor desta espécie seja Lu. ubiquitalis, porém
nunca fol encontrade um exemplar infectado (Lainson & Shaw, 1992),

Leishmania shawi em preguigas (Choloepus didactylus & Bradypus tridactyius),
macacos (Cebus apella e Chiropotes satanas) e gliatis (Nasua nasua) cujo vetor é Lu.

whitmani. Casos humanos foram descritos no Acre e Para.
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As relacOes ecolbgicas de hospedeiros naturais e vetores s&o particulares para
cada uma delas, ndo sendo obietivo desse trabalho avangar Nesse tipo de abordagem.
Convém relembrar que alguns vetores s&c mais antropofilicos e outros melhor

adaptados a ambientes alterados pelo homem.

RESPOSTA IMUNOLSGICA A Leishmania

O sistena imunolégico é um sistema difuso, descentralizado, com células
circulantes cujo fim é proteger o organismo confra guaisquer materiais estranhos
chamados genericamente de antigenos (Ag). Assim sendo, quando o Ag & um virus os
linfécitos do tipo T CD8" detectam a presenca destes invasores através da
apresentac&o de epitopos virais pelas moléculas de histocompatibilidade principal da
classe | (MHC-l} na membrana das células infectadas. Quando o antigeno é uma
bactéria ou outro elemento exiracelular, ocorre a endocitose deste, pelos macréfagos
que 0S8 processam e 08 apresentam aos linfocitos TCD4+. Assim a apresentacéc do
epitopo sera por meio de moléeculas de histocompatibilidade principal da classe il (MHC-
il). Esta resposta ainda pode ser dividida em dois subtipos T "helper” 1 (Tht) e T
“helper" 2 (Th2), que se diferenciam pelo tipo de citocinas envolvidas. Os linfocitos
responsaveis pela resposta Th1 produzem citocinas como as interleucina-2 (IL-2), IL-12
e o fator de necrose tumoral-o (TNF-a), enquanto os linfécitos Th2 produzem L4, IL-5,
IL-8, IL-10 e o "transforming growth factor-B” (TGF-B) (Abbas ef a/, 1894; Nacy ef &,

1983, Scoit & Farrell, 1898).
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No caso da infeccdo por Leishmania spp., um parasita intracelular de
macrofagos, a resposta imunoldgica envoive linfocitos TCD4™ e pode direcionar-se tanio
para Th1 quanto para Th2, dependendo de inimeros fatores (Abbas ef al, 1994; Scott &
Farreil, 1998).

No fim da década de 1980 Locksley & colaboradores (1987) verificaram que &
resisténcia e a suscelibilidade de camundongos estavam relacionadas & expansédo e
protiferacdo de linfocitos T diferentes, respectivamente Th1 e Th2.

A resisténcia a0 parasita é determinada pela resposta tipo Th1 e envolve a acéo
de diversas citocinas produzidas por macrdfagos. O resuliado final da interagéo dessas
citocinas € a ativacdo dos macréfagos e a morte dos amastigotas infracelulares. Varias
citocinas estaoc envolvidas no processo de resisténcia ao género Leishmania.

Por exemplo, Nacy e colaboradores (1993) verificaram que a IL-2 mostrou ser um
importante co-fator para a resolucéo da infecgdo. Estes pesquisadores observaram que
individuos com baixos niveis desta citocina tém menor proliferacéo de linfécitos e baixa
ativagdo dos macréfagos, assim como, macrofagos estimulados com IFN-v e IL-2
resistem a infecg&o por mecanismos envolvendo TNF-a (Nacy ef al, 1993).

Segundo Tius e colaboradores (1988) o TNF-oo é uma das cilocinas
responsaveis pela resisténcia de camundongos C3H & infecgdo por L. (L) major, os
quais ao receberem anticorpo anti-TNF-o responderam de forma semelhante a
camundongos BALB/c, que sdo exiremamente suscetiveis. O TNF-o seria capaz de
impedir o desenvolvimento das lesbes e a multiplicacdo do parasita. Mas em BALB/c,

infectados com L. (L.} major, apenas a administracdo de TNF-a n&o ativou macréfagos.

A eliminagio dos parasitas ocorreu apenas com a administracdo simulténea de INF-v




{Bogdan ef a/, 1990). Em testes realizados com L. (L) donovani, por Tumang e

colaboradores (1883), ¢ TNF-o também apresentou dependéncia da IL-1. Belosevic e
colaboradores demonstraram que o fator estimulador de coldnia de granulécito-
macrofago (GM-CSF) também colabora com a eliminacac do parasita (apud Nacy ef g/,
1893).

Na resisténcia a L. (L) major, Green e colaboradores verificaram que g,
principalmente, o INF-y que atua sobre macréfagos peritoneais murinos desencadeando
a producic de reativos de oxigénio. O &xido nitrico (NO), o maior responsavel pela aglo
leishmanicida nessas células, é sintetizado por mecanismos dependente da L-arginina e
pela enzima oxido nitrico sintase 2 induzida (INOS2). Os intermediarios reativos de
oxigénio também tém efeitos leishmanicidas e s8c produzidos por macrdfagos ativados
(Green et a/, 1990a e 1990b; Augusto ef a/, 1985).

A Leishmania spp. possui moléculas envolvidas em mecanismos de escape a
resposta imune.  Proudfoot e  colaboradores — demonstraram que 08
glicoinositolfosfolipideos (GIPL) inibem a expressdo da enzima INOS2Z bloqueando
assim a oxidacdo do nitrogénic e a producdo de intermediarios reativos de nitrogénio
(apud Bogdan & Rallinghoff, 1998).

A suscetibilidade ao parasita é determinada pela resposta tipo Th2, sendo que a
principal citocina presente nesta resposta é a I1L-4 (Scott & Farrell, 1998). Assim como a
resposta Th1, a Th2 néo é determinada apenas pela iL-4.

Segundo Nacy e colaboradores (apud Nacy ef a/,1993), o TGF- tambem afela a
resposta imunoldgica uma vez gue inibe a proliferacdo de linfocitos T dependentes de

iL-2. linfocitos B e a secrecéo de g, entre outros efeitos. Ao analisar a producio de
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TGF-8 por macrofagos peritoneais, Nacy e colaboradores {(1983) verificaram a
ocorréncia de baixa concentracdo em culturas sadias, mas em macréfagos infectados
por L. {L.) major essa produgdo aumenta até 100 vezes em 24 a 48 horas. Entretanto,
estes pesquisadores observaram que, o TGF-B n&o afeta a IL4, sua acdo é autderina e,
aumenta a sobrevivéncia dos parasitas dentro das células hospedeiras (gpud Solbach &
Laskay, 2000). Outra interleucina envolvida com a suscetibilidade a Leishmania & a 1L-
10. Sua producac € elevada em culturas de macréfagos infectados com L. (L) major,
mas existem pesquisas gue mostram variacbes na concentracdo de IL-10 de acordo
com a espécie de Leishmania envelvida (Bogdan & Réliinghoff, 1998). Esta citocina
diminui a atividade de celulas NK ¢ a resposta dos linfécitos T com a conseqlente
diminuicae da producdo de IL-12 e IFN-y (apud Bogdan & Rallinghoff, 1999).

Conclui-se que o mecanismo de agéo do sistema imunoldgico néo é Unico, pois
exige uma interacaoc equilibrada de diversas citocinas para determinar a resisténcia ou
suscetibilidade a leishmaniose. A cronicidade da infecgdo por Leishmania spp.
caracteriza-se pela interferéncia do parasita na resposta imunolégica por diferentes
vias: modular a produgdo de citocinas e a inibir a apresentacdo de antigenos
{Handman, 2000a).

C propric parasita inibe a producdc de algumas citocinas. Weinheber e
colaboradores (1998) mostraram que macréfagos murinos infectados com L. (L.}
mexicana tém a producdo de IL-12 diminuida. Além disso, a diminuicdo do "burst"
oxidative de macréfagos infectados ndo € causada por acio direta de uma citocina, mas

pelo proprio parasita, gue proveca uma diminuicdo na produgdo de reatives de oxigénio
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como o peroxido de hidrogénio, hidroxila e superoxido (apud Nacy et al, 1993; Bogdan
& Réllinghoff, 1998).

Na resisiencia a Leishmania major, Green e colaboradores {19902 e 19%90b)
verificaram que o IFN-y atua sobre macrofagos peritoneais murinos desencadsando =
producéc de reativos de nitrogénio. Estes pesquisadores sugerem que o éxido nitrico
(NO), o maior responsével pela acfo leishmanicida, é sintetizade DOr mecanismo
dependente da L-arginina e pela enzima 6xido nitrico sintase 2 induzida (INOS-2),
sendo que este mecanismo tem infludncia direta do TNF-q, gue atua de forms
autdcrina, potencializando o IFNw nas culturas de macréfagos infectados com L. (L }
major (Green ef al, 1990z e 1980b).

Porém, Leishmamia spp. possui outros mecanismos de escape. Os GIPLs,
presentes na membrana de L. (L.) major, e a indugdo da sintese do TGF-B também
alteram a producao de NO. O GIPL (Bogdan & Réilinghoff, 1998) inibe a iINOS2 e o
TGF-B bloqueia a oxidac&c do nitrogénic em algum pontc da cadeia bioguimica

mediada pelo TNF-a (Nacy ef a/, 1993).

VACINAS E IMUNOTERAPIAS CONTRA A LEISHMANIOSE

As primeiras praticas de imunizacdo conira Leishmania, também chamada
leishmanizac@o, foram descritas no inicio do séculc XX, entretanto esta pratica & mais
antiga. A exposicao deliberada ao parasita, através da picada do flebotominec em uma

regiao do corpo pouco exposta, ainda na infancia, j& era largamente difundida pela
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populacac na Rissia  Israel. Esta pratica tinha a finalidade de desenvolver uma lesao
e consequentemente a imunidade, evitando assim possiveis lesdes na face, que
poderiam até desfigurar. Até hoje esta técnica é utilizada no Ird e, estd sendo testada
para utiizacdo em massa, em populacbes de risco (Gunders, 1987; Handman, 1997,
Modabber, 1989).

Barral-Neto e colaboradores (1987) sugerem gue 0s programas de imunizacio
seriam importantes para conter a leishmaniose, uma vez gue o controle do vetor com
auxilio de inseticida & muito dificl. Tais campanhas, promovendo a imunidade contra
reinfecgbes, seriam possiveis pois a doenca ocorre em regibes restritas e populactes
especificas, conseguindo assim excluir os agentes quimioterdpicos atuais.

A OMS classifica as vacinas experimentais contra leishmaniose em geracées. Na
primeira geracio estdo as vacinas compostas por parasitas mortos e BCG (Bacilo
Calmette-Guerin). Mas, inicialmente este tipo de imunizacéo néc continha BCG e, néo
era raro a indugéo de respostas do tipo Th2 e a exacerbacéc da infeccdo. No inicio da
decada de 90 uma vacina foi testada em voluntérios no Ir3, composta por promastigotas
de L. {L.) major e BCG, gue mostrou conversio da resposta dos testes intradérmicos de
Montenegro. Mais tarde esta foi aplicada em 2600 individuos de regides endémicas e,
em um ano foram registrados apenas 200 casos de infeccdo, sem nenhuma ocorréncia
de exacerbacdo (WHQ, 1995-8).

No Brasil testa-se a Leishvacin, uma vacina preparada com promastigotas
mortos de L. (L.} amazonensis e timerosal, que ndo contém BCG. Esta vacina j& passou
pelas fases | e Il de testes, mostrou conversao dos testes intradérmicos em mais de
80% dos individuos gque receberam 3 doses (Mayrink ef a/, 1985 WHO. 1995-6:

1

Marzochi, 1998).
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Nesta mesma categoria de vacinas, um grupo indiano vem realizando testes, em
primatas, com promastigotas de L. (L) major. Os resultados mostraram diminuicdo na
letalidade da infeccBo por amastigotas de L. (L) donovani Estas observaches
mosiraram que exisie uma grande reacBo cruzada entre as espécies do género
Leishmania (WHO, 1985-8}.

Por outro lado, as chamadas vacinas de segunds geracdo utilizam processos
mais sofisticados, como o desenvolvimenio de linhagens de parasitas avirulentos,
microrganismos modificados geneticamente ou subunidades com capacidade
antigénica (WHO, 1985-86). A primeira {écnica estd em estudo, uma vez que ©
mecanismo de perda da viruléncia de Leishmania sp. € desconhecido ¢, ha cascs de
reversdo da viruléncia deste parasita. Nesta linha de pesquisa existe uma cepa de L
(L.) major que mesmo inoculada em doses macicas em camundongos BALB/c nao
provocou a formacéo de lestes e induziu protecdc parcial nos animais inoculados. A
manipulacdo génica ja produziu Salmoneia expressando gene da gp63 e Vaccinia com
gp46/M2 com bons resultados. Finalmente, as subunidades, que possivelmente teriam
capacidade de imunizagdc mas, necessitam ser purificadas e depois testadas em
conjuntc com adjuvantes. Dentro desta categoria existe a vacina de acido nucieico,
onde plasmideos codificando os genes, das mesmas moléculas com capacidade
antigénica acima _ gp63 e antigeno/gpd6/M2 de L. (L.} major _ foram inoculados via
intramuscular em camundongos suscetiveis, determinando protecao parcial da infeccao
(Hardman ef af, 2000b; Liew & Xu, 1995).

Enguanto uma vacina eficaz ndo € desenvolvida, diferentes substancias com
efeitc imunoestimulador sdc utilizadas como tratamentos alternativos em casos

refratarios humanos ou experimentais em camundongos.
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Buscando uma alternativa para ¢ tratamento de 17 pessoas peortadoras de LV,
gue nao apresentavam melhora com o tratamento convencional, Badard e Johnson Jr.
(1993} utiizaram o IFN-y com bons resultados. Esta linfocina foi utilizada também em
um paciente com LCD, causada por L. (L) amazonensis, que apds 2 anos de tentativas
infrutiferas  ulilizando antimoniato, obleve cura sem recaida apds um ano da
acompanhamento.

Tambeém ja foi testada, em humanos, uma combinagdo de tratamento com
antimoniato e imuncestimulacdo com extrato de promastigotas de L. (L.} amazonensis
morios pelo calor. Neste caso, foram utilizadas diferentes concentracbes de BCG como
adiuvante entretanto, ndo houve diferenca significativa enire os pacientes tratados com
o método tradicional e esta alternativa (Convit ef al, 1989).

Barral-Neto e colaboradores {1987} submeteram camundongos BALB/c a testes
de imunizacdo com promastigotas inativados de L. (L) amazonensis, inoculados por
diferentes vias. Os melhores resultados foram obtidos pela via intravenosa. A
quantidade e a forma de inativagdo por promastigotas também mostraram alteracbes na

capacidade de imunizacao.

DIAGNOSTICO DAS LEISHMANIOSES

Os métodos de diagnodstico comumente utilizados sdo a observacgdo direta do
parasita em esfregaco e o teste de Montenegre (Smits & Hartskeerl, 1985).

O esfregaco é preparado a partir de uma amostra de tecido coletado da borda da

Ulcera ou de aspiradc de mucosa, ou ainda, em caso de leishmaniose visceral da
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medula 0ssea. S&o realizadas a coloragdo, principaimente peio método de Giemsa, e a
observacdo em microscopio optico, em imerséo (Berman, 1897). Nesse caso observam-
se células com parasita na sua forma amastigota. O resultado do teste depende de
muitos fatores como a presenga de parasitas na lesdo, o que varia de acordo com a
espécie de Leishmania, a qualidade e coloracdo do esfregaco e da pericia do
observador, podendo apresentar uma sensibilidade de 20 a 70% (CVE, 1995).

O teste de Montenegro consiste na aplicag@o intradérmica de Ag de diferentes
espécies de Leishmania, resultando em uma reacio de hipersensibilidade do tipo tardia
caracterizada por uma édrea de irmtagdo (papula) ao redor do ponto aplicado apds 48 a
72 horas, em caso de positividade. £ssa avaliacdo € muito utilizada pela simplicidade,
mas gue naoc apresenta bons resultados em imunossuprimidos. Este exame apresenta
boa sensibiiidade (WHO, 2000), acima de 93%, mas pode apresentar-se negativa em
casos de leishmaniose cuténea difusa ou visceral (CVE, 1995).

Com o material obtido da bidpsia ocu puncdo é possivel realizar também outros
testes. A técnica da cultura de promastigotas é Util para o diagnéstico de leishmaniose
visceral e, apesar de sensivel, € pouco utilizada pela necessidade de ambiente e
equipamentos especiais. O material é expandido e utilizado para analise de isoenzimas
efou anticorpos monocionais (Berman, 1997). Ha, também, a inoculacdo de amosiras
em hamsters (Herwaldf, 1899). Este tipo de exame & demorado pois depende do
acompanhamento das caracteristicas das lesdes em seu processo evolutive no animal.
Mas possibilita o isolamento e tipagem da espécie de Leishmania em questido. A
eficacia chega a 100% em L. (L.} amazonensis e 40% para L. {V.} braziliensis (CVE,

1995).
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A analise histopatoldgica das lesbes oferece menos de 20% de eficacia {Berman,
1997}, mas, segundo o CVE (1885}, pode chegar a pouco mais de 80% pois necessita
de profissionais experientes para realizé-la.

Quanio aos exames soroldgicos os mais utilizados s3o o ELISA ¢ o teste de
aglutinacdo direta, que apresentam uma sensibilidade aproximada de 70% mas, baixa
especificidade em LC, com melhores resultedos pars casos de LV. Em regides
endémicas de LV os testes sorolégicos podem atingir mais de 90% de sensibilidade
{Berman, 1997).

O metodo de PCR (Polimerase Chain Reaction) oferece sensibilidade e
especificidade desde que exista um par de sondas para cada espécie de Leishmania e
desde gue nac haja contaminagdo por DNA do hospedeiro na amostra {Smits &

Hartskeerl, 1995), e encontra-se ainda em fase de avaliagéc (Dereure, 1998),

TRATAMENTOS UTILIZADOS CONTRA A LEISHMANIOSE

Apesar dos diferentes quadros clinicos apresentados pelas espécies de
Leishmania, o tratamento € basicamente com o mesmo composto, ¢ antimoniato tri ou
pentavalente, modificando a via, 0 nimero de doses e o tempe de duracio (Martindale,
1996).

O antimoniato, segundo Marsden, foi aprovado para utilizagio no tratamento da
leishmaniose em 1847 (apud Bernam, 1988; 1997). Os compostos trivalentes sdo mais
toxicos que os pentavalentes. O estibogluconato sédico (Pentostam® _ Wellcome) e o

antimoniatc de meglumina (Glucantime® _  Rhodia) (Martindale, 1998) sdo
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pentavalenies e, ainda o efil-estibamina e a uréia-estibamina (Neostibosan® e
Solustibosan® _ Bayer) mais antigos, sfo utilizados até hoje (Berman, 1997).
Entretanto, j& existe descricde de casos de leishmaniose visceral e cutdnea difusa
refratarios ao tratamento convencional {Badaré ef al, 1990; Badaré & Johnson Jr., 19933
& também a hipbtese de resisténcia a esse tratamento para L. (L) mexicana (Becker &t
al, 1999},

O tratamento pode variar de acordo com ¢ tipo de leséo {cutdnea, mucocuténes,
difusa ou visceral), idade e pesc do paciente. O composio é administrado por injecio
inframuscular, que provoca dores caracteristicas desta via de aplicagBo e, também,
pode ser administrado por via intravencsa mas, hd associacdo com trombofiebite
{(Martindale, 1996). A dosagem de antimoniato & de, no maximo, 20mg Kg' Dia™
(Herwaidt & Berman, 1992; Martindale, 1996, Berman, 19897) por 20 dias para
leishmaniose cutanea, podendo, em raras vezes, ter cura efetuada em menos tempo e,
28 dias para mucocutanea e visceral (Chance, 1995). Em caso de gravidez exige-se
suspensao no tratamento (Martindale, 1996; Herwaldt & Berman, 1992).

Os efeitos colaterais dessa droga séo dores de cabeca e musculares, nduseas,
vomito, anorexia e fadiga, podendo apresentar toxicidade cardiaca, com taquiarritimias,
pancreatite e serics efeitos hepéticos com alteragbes que levam a faléncia do 6rgéo
(Martindale, 1996, Herwaldt & Berman, 1992). Quanto as alteragBes renais, ndo ha
consenso sobre os efeitos do antimoniato, enquanto alguns pesquisadores afirmam ser
toxico apenas em casos em que ha problemas preexistentes (Herwaldt & Berman,
1692), cutros consideram-no lesivo mesmo em pacientes sem problemas renais
anteriores (Veiga et al, 1983). H& consenso apenas no fato dessas alteracbes serem

reversiveis apds o término do tratamento (Veiga ef a/, 1983). UNiCamp

SECAD f:gﬁs’;i;ifi@x;?g
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Os danos provocados pelo antimoniato levaram Roblero e colaboradores {1988}
a buscar uma i{écnica in vitro, de relacionar a dose necessaria 3 espécie de Leishmania
a ser erradicada. Enguanto ndo se enconfra essa relacdo outras tentativas na busca de
meinores resultados terapéuticos com diferentes doses sdo realizadas. O tratamento
com 5mg.Kg'.dia™ foi aplicade em 143 pacientes com L. (V) brazilensis conseguindo-
se 84% de cura sem recaldas, acompanhados por 10 anos, mostrando que essa dose &
menos toxica e pode ser utilizada em criancas (Oliveira-Neto et a/, 1997). Porém, existe
a hipflese de que casos tratados inadequadamente, como a interrupc&o precoce ouU a
utiizac@o de doses reduzidas, desenvolvam parasitas mais resistentes acs antimoniais,
dificultando a terapéutica apts uma recidiva (Becker ef a, 1899). Ja a2 tentativa de
aumento da dose para 40mg.kg” dia™ foi aplicada com cbjetivo de diminuir as recaidas
de casos mucocuténeos sem alcangar os efeitos nefrotdxicos, porém este ndo ofereceu
melhores resultados que os do tratamento convencional {Sampaio et af, 1997). Esta
posologia (40mg.Kg'.dia') também foi utilizada em casos viscerais mas n&o
apresentou melhores resultados que as doses mais baixas recomendadas pela OMS
{Silveira ef af, 1993).

A aplicagdc da Anfotericina B (Fungizon ®) vem sendo utilizada
concomitantemente ou n&o ao antimoniato. Sua agdo sobre esterdides do parasita
forma poros na membrana plasmatica, porém sua seletividade é baixa e, também reage
com colesterol do hospedeiro (Chance, 1995) ocasionando efeitos colaterais que
limitam sua maior aplicaggo (WHQO, 1990). As doses variam entre 0,5 a 5,0mg.kg™,
nunca ultrapassandc 40mg.kg”.dia”', sendo mais indicada nos guadros cutdneo e

mucocuténeo que no visceral (Berman,1988). A sua apresentacdo pode ser em

dispersao coloidal, complexo lipidico e em lipossomas (Berman, 1997). A aplicacdc no
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Brasil & feita apenas em casos refratarios, principalmente, para manifestacdes mucosas
(CVE, 1985}, n&o sendo ulilizada para a forma cutanea difusa alé o momento. Na
tentativa de diminuir os efeitos colaterais deste farmaco pesquisadores do Brasil, Kénia
e India testaram em casos de LV a anfotericina B sob forma encapsulada em
lipossomas (AmBisome - da NeXstar Pharmaceuticals Inc.) que é normalmente utilizada
para fratamento de micoses profundas, todavia sem resultados relevantes. Observaram
ainda, que as resposias sac dependentes da espécie de Leishmania em questic,
sendo que os parasitas da india s&c mais sensiveis gue 0s do Kénia e, finaimente ¢s do
Brasil s80 08 mais resisientas ac trafamento experimental (Berman ef af, 1998).

GQuanto a pentamidina esta & considerada um tratamento de 2 linha pois
apresenta toxicidade ao paciente e seus efeitos ndo sio satisfaidrios (WHO 1980). Na
LV a melhora aparece rapidamente com 15 aplicacbes em 66% dos casos e, em 94%
apds 27 aplicagbes, mas hé uma recaida de mais de 21%. Em casos cutdneos o
tratamento chega a 96% de eficicia (Berman, 1997). As doses sao de 4,0mg.kg” .dia”
por 5 a 25 semanas e os efeitos colaterais sdo diversos: mialgia, cefaléia, nduseas e
vomitos, faquicardia, hipotensdo, hipo ou hiperglicemia, ndo sendo administrada em
individuos com diabetes melitus (Berman, 1997; CVE, 1995).

A paramomicina € um antibidticc que vem sendo utilizads, na india e noc Kénia
com resuitados satisfatorios em casos de LV resistentes ac antimoniato. Entretanto, nao
¢ utilizada em regides onde as espécies de [eishmania mostram-se sensiveis ao
fratamento convencional (Berman, 1987). Com relacdo as espécies cutineas
americanas, do subgénerc Viannia, como L. panamensis e L. braziliensis sua utilizag&o

¢ ineficaz {(Chance, 1895). Em experimentos com camundongos, Grogl e colaboradores
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(1999} constataram que sua aplicacio topica em conjunio com gentamicina mostrou
bons resultados contra L. /L) major e L. (L.} mexicana.

Nos ultimos anos a terapéutica por via oral tem sido desenvolvida, Assim o
aluporinol vem sendo iestado e utilizado mas, ha controvérsias sobre a sua capacidade
terapéutica. No final da década de 80 este composto fol utilizado no tratamento de 110
pacientes, com L. {V.} panamensis, durante uma epidemia, com resultados de 80% de
cura nos pacientes tratados com apenas 20mg.kg'.dia’ e 74% de cura, em outro
grupo, gue recebeu a mesma dose de alopurinol associado as injegbes de antimoniato
(20mg.kg” .dia”) (Martinez & Marr, 1892). Contudo, outros testes mostraram pouca
eficiéncia no tratamento de leishmaniose cutdnea na Coldmbia (Berman, 1997, WHO,
1990}).

QCutros tratamentos peia via oral como cetoconazol e itraconazol, estdo sendo
testados mas apenas para a forma cutanea com diferentes niveis de eficacia (Berman,
1988). O cetoconazol, 400mg dia” por 2 semanas a 3 meses, mostrou resultados em
L. (L) mexicana e L. (V.) panamensis, mas pouca acdo sobre a L. (V.) braziliensis
(Chance, 1985; Berman, 1997) e foi ineficiente para L. (L.) fropica. O itraconazol mostra
mais tolerancia que o cetoconazol mas também é menos ativo que este (Berman,
1997).

A Ultima novidade noe tratamento oral é o Miltefosine ® (ASTA Medica - genérico
Miltex) que vem sendo testado em conjunto com a OMS na India, chegando a
resultados acima de 90% em LV (TDR News, 1999). Este composio é um derivado de
fosfolipideo com acdo anti-neoplasica gue ja era utilizado no tratamento de cancer de

pele e mama (Martindale, 1996},




Resultados obtidos até o momento mostram gue ainda € necessario continuar a

pesquisa de novas drogas fanto para terapéutica quanto para a profilaxia da

laishmanioses.

A SBROMOGUANOSINA

O desenvolvimento de drogas cuja funcdo é estimular o sistema imunoldgico
oferece imporiante avanco no tratamento de infeccbes por microrganismos e, também,
no cancer (Bonnet & Robins, 1993).

Os imunoestimuladores s&o substancias com capacidade para desencadear ou
potencializar uma resposta imunoldgica. Estes composios podemn ser enddgenos ou
exdgenos. A exemplo de substancias enddgenas podemos citar as citocinas, linfocinas
e prostaglandinas, que estdo presentes normalmente nos individuos com © sistema
imune preservado. Engquanic os exdgenos que ndo séo proprios do organismo, podem
ser naturais, de origem biclogica como exirato de Corynebacteriurm parvum e a BCG; ou
sintéticos, como o MIMP (5 -metil-inosina-monofosfato), ¢ levamisole (anti-helmintico) e
os ribonucleosidecs substituideos (Masihi, 1998). A notificacBo do usc de substancias
com capacidade imunoestimuladora data do final do sécule XIX por Coley, enguanto os
compostos exdgenos sintéticos, com tal capacidade, comecgaram a ser avaliados mais
recentemente (Werner & Jolles, 1996).

Entre os imunosstimuladores sintéticos, os ribonucleosideos derivados de
purinas, substituidos nas posigbes N7 efou C8, como 8-bromo-guanocsina (8BrGuo), 8-

mercapto-guancsina (8-MGuo) e 7-metil-8-oxo-guanosing, pertencem a uma familia de
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derivados da guanosina, sintetizada por Robins e colaboradores em 1964 (Chen ef a/,
1994) e a 7-alil-8-oxo-guanosina {Loxoribine®) sintetizada por Come e colaboradores
{Come ef af, 1891) . © composto utilizado no presente trabalho fol a 8BrGuo cujas

formulas estrutural e quimica s8o mostradas nas figuras 1a e 1b.

1a)

1 b) C}@H}QNSOSBI'

OH OH

Figura 1: 8BrGuo _ 1a) Férmula estrutural; 1b) Formula quimica.

Contudo, o efeitc imunoestimulador da 8BrGuo foi descoberto apenas em 1980
por Goodman e Weigle (1981) ao utilizéd-la como um controle em experimentos
investigando a fungdo do GMP-ciclico como segundo mensageiro (Goodman, 1891).
Nos testes iniciais verificaram que este ribonuclecsidec disparou altos niveis de
ativacao linfocitaria sem qualquer relagdo metabdlica com o GMP-ciclico (Goodman &

Weigle, 1981). Novos experimentos mostraram que a 8BrGuo passa faciimenie, por




27

difus@o, pela membrana da céluia. Além destes dados, verificaram que a 88rGuo induz
a secregdo policienal de imunoglobulina de forma dose dependente (Goodman e
Weigle, 1982a). Goodman e Weigle (1982b), também, verificaram que a 8BrGuo néo
altera enzimas responsaveis pela metabolizacdo da guanosina e do GMP-ciclico, nao
havendo alteragéo destes compostos nem de suas concentragtes intracelulares.

Goodman (1988b) testou também hipdteses possiveis para o destine da 8BrGus
apds sua entrada nas celulas. Verificou que n&o ocorre aproveitamento da 8BrGuo,
nem da  S-bromo-guanina, como  substratos para  hipoxantina-guanina
fosforibosiitransferase (HPRT) na presenca de fosforibosil pirofosfato nos linfocitos B,
nem a incorporacao da 8BrGuo no acide nucleico. Ja a 7-metil-8-oxo-guanosina testada
em celulas de pacientes deficientes em HPRT mostrou aumento da resposta anticorpo
especifico. Goodman supde que a 8BrGuo pode ser fosforilada pela deoxicitidina
quinase (dCK) ou ainda, por outro sistema de enzima.

Outros testes utilizando o derivade do ribonucieosidec 8MeGuo também foram
realizados. A 8MeGuo demonstrou efeitos semelhantes a 8BrGuo, como a ativagéo
linfociiaria dose dependente, sendo mais eficiente em concentracdo de 10mM e
diminuindo os efeitos em doses mais elevadas. Goodman e Weaigle, verificaram gue a
8MeGuo promove um sinal semelhante ao dos linfécitos T para linfocitos B estimulados
com Ag. SO entdo os autores apresentaram os nucleosideos derivados da
guanasina como uma nova classe de adjuvantes para resposta in vifro, reafirmando a
capacidade de ativar linfocitos B, induzindo proliferacdo linfocitaria e a secrecio de
imunogiobulina. Segundo estes pesquisadores, o©s ribonucieosideos substituidos
passam pela membrana celular por transporte simpies devido ao baixo peso molecular

e, ainda disparam respostas ativando sitios intracelulares. Esta verificacéo confirmaria a
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capacidade da 8BrGuo estimular linfdcitos diferentemente do mecanismo cléssico
através de receptores de membrana. Com os experimentos in vivo, Goodman e Weigie
observaram o aumerito da resposta imune relacionada com o estimulo antigénico
oferecido a camundongos imunocompetentes e imunodeficientes. Gondman e Weigle
sugerem que estes ribonuclecsideos s8o capazes de restaurar @ resposta imune a
niveis normais em modelos de camundongos imunodeficientes. E, que a agio do
8BrGuo, in vivo também € altamente dose e tempo dependente (Goodman & Weigle,
1983a; 1983b; 1983c; 1883d).

Nas investigacles seguintes, Goodman e Weigle (1984a) demonstraram o
comportamento da 8BrGuo em relagdo a membrana celular, verificando que o composto
atravessa a membrana, iniciaimente com fluxo unidirecional, com diferencas cinéticas
dose dependentes e, apds alcancar um equilibric interno, torna-se bidirecional.
Também compararam o efeitc da ativacdo na expressadc de proteinas de membrana de
iinfocitos B estimulados por LPS e 8BrGuo, verificando que a 8BrGue durante as
primeiras horas apos o estimulo ndo altera tais proteinas como faz o LPS, mas apos 12
horas n&o hé diferencas entre estes mitégenos,

entretanto, Feldbush e Ballas (1985) ao analisar apenas os efeitos da 8MeGuo in
vitro, verificaram que este compaesto n&o € capaz de estimular proliferacdo em linfécitos
B de ratos, mostrando que existe restricbes a agdo deste ribonucieosideo. Verificaram,
tambem, que ocorre ativacdo dose-dependente de linfécitos T, em concentragdes entre
0,2 e 0,3mM, mas que concentracdes mais altas podem ser téxicas e pouco eficientes.

Concomitantemente & Feldbush e Ballas, Scheuer e colaboradores (1985a;

1985b) confirmaram gue a 8BrGuo atua predominantemente em linfécites B maduros e,

verificaram também, que eleva a resposta imune humoral in vivoe para antigenos
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protéicos (gamaglobulina humana - HGG) sendo mais eficiente 1 a 2 dias apds a
inoculacéo em camundongos A/J. Estes pesquisadores verificaram ainda a quebra do
astado de toleréncia, provocado por HGG, para um estado imunogénico {responsivo;)
apds o tratamento com 8BrGuo. Levantaram a hipdiese de existir um mecanismo
indireto pelo qual a acéo da 8BrGuo sobre os linfocitos T seria um processo no qual o
ribonuclecsidec poderia converier a tolerdncia para o estado imunogénico através de
um efeito em macrdfagos que subsequentemente atuariam sobre as céiulas T. Portanto,
a acao da 8BrGuo sobre linfécitos T seria indireta.

Em 1985 Goodman e Weigle (1985a; 1985b) cobservaram que a 8Me(Guo
estimula proliferacéo das céiulas B, de camundongos da linhagem SJL, mas n&o induz
a diferenciacdo destas, como nas demais linhagens até entdo testadas, concluindo que
o estimulo da 8MeGuo em linfécitos B € semelhante a sinalizagéo de linfocitos T ("T-
like"). Demonstram ainda que outro ribonucleosideo substituido, a 7-metil-8-0xo-
guanosina (7M80(Guo), atua sinergisticamente com a IL-2 em cultura de linfocitos T
humanos elevando a resposta primaria a antigenos de hemacia de cameiro.

Wicker e colaboradores (1987), compararam os efeitos da 8BrGuo & da 8MeGuo
sobre linfécitos murinos em diferentes estagios de desenvolvimento. Estes
pesquisadores verificaram que a 8BrGuo e a 8MeGuo induziram & proliferagac e
diferenciacéo de linfocitos B, mas a resposta de pequenos linfécitos B € menor. Estes
pequenos linfocitos apresentaram apenas proliferagcdo e ndo se diferenciaram. Houve
ainda um aumento na expressio de molécula "la" na superficie da membrana celular
dos pequenos linfocitos tratados, demonstrande indicios do comeco de ativagao celular.

Fsses pesquisadores afirmaram que a ativagdo dos linfocitos B é o primeire alvo de




acdo da 8BrGGuo, mas acreditam também que este ribonucieosideo pode estimular

macréfagos que, por sua vez, estimulariam os linfocitos B.

Dosch & colaboradores {1988) investigaram os efeitos dos mesmos
ribonuclecsideos mono-substituidos, 8BrGuc e 8MeGuo, em linfécitos B humanos.
Seus resuitados indicaram que tanto a 8BrGuo gquanto a 8MeGuo sdo capazes de
induzir a proliferacdo & a resposta policlonal de linfécitos B humanos, afirmando que a
resposta foi semelhante, mas n&o igual, a dos linfocitos B murinos.

O primeiro teste do efeitc da 8BrCuo sobre células diferentes de linfocitos foi
descrito por Koo e colaboradores (1988), que investigaram os efeitos da 8Briuo em
céluias "natural killer" (NK) e macréfagos. Culturas de celulas esplénicas murinas
incubadas com 8BrGuo mostraram aumento da citotoxicidade de NK para celulas YAC-
1. Em culturas de macrdfagos peritoneais murinos 8BrGuo provocou inducdo de
atividade litica destas células de maneira semelhante a induzida pelo INF-« ou tFN-y e
[ PS ou pelo IFN-y mais "polyiC" (acido poliribosinice poliribecitidilico). Devido as células
NK e macrofagos serem ativados pelo IFN-y, Koc e colaboradores (1888) testaram

ainda a possibilidade do IFN- ser o intermediador da acao da BBrGuo. Para tanio,

utilizaram anticorpos anti-IFN-y e anti-iIFN-a8 em culturas tratadas com 8BrGuc e
verificaram uma drastica reducdo tanto da atividade das células NK como na atividade
citolitica dos macrdfagos, indicande uma acdo semelhanie ao IFN-y, como suposto
inicialmente.

Ojo-Amaize e colaboradores (1989/1990) avaliaram a capacidade dos
ribonucieosideos 8BrGuo, 8MeGuc, 7m8oGuo e 7-tia-8-oxo-guancsina influenciarem o

"burst” oxidativo de macréfagos peritoneais murinos, além da geracdo de especies




reativas de oxigénio. Estes pesquisadores verificaram gque também ha resposta dose

dependente da 8BrGuo em fagdcitos, sendo potentes ativadores destas células 3
producao de metiabdlitos de oxigénio, cuja funcio bactericida e inibidora de crescimento
de microrganismes intracelulares € conhecida (Mate!, 1998, Male! & Ransiin, 1997).
Os autores, baseados nos dados obtidos, sugerem gque estes ribonuciecsidecs
substituidos ativam fagécitos pela sua capacidade de induzir interferon, que por sua vez
ativa os fagocitos através de varias funcbes (Ojo-Amaize ef a/, 1989).

Chen e colaboradores (1994) sintetizaram um grupe com 80 diferentes
compostos sendo gue os melhores resultados, nos ensaios bicldgicos, foram obtidos
com a 7-alil-8-oxo-guanoesina (loxoribine®). A loxoribine pode ser chamada de segunda
geracao dos ribonuclecsideos substituidos. Este composto e outros foram avaliados e
divididos em trés grandes grupos, de acordo com a acio seletiva provocada. Primeiro
0s compostos que aumentam a resposta humoral sem afetar a proliferacao de linfocitos
e células NK. O segundo grupo eleva a atividade das células NK e induz a proliferacéo
de linfécitos B mesmo na auséncia de anticorpos. E, finaimente, o terceiro que induz a
atividade das células NK e a resposta humoral sem a proliferacdo dos linfocitos B
{Goodman ef al, 1995).

Apds a descoberta do efeito imunoestimulador dos ribonucieosideos substituidos,
Goodman (1991), na primeira revisdoc sobre estes compostos, comenta sobre ©
potencial da sua utilizacdo. A primeira seria no restabelecimento da funcio protetora do
sistema imune de individuos imunodeficientes. A segunda como adjuvante em vacinas
cujos antigenos sejam fracamente imunogénicos ou ainda combinado com agenies

antimicrobianos g, tambem, induzindo a producio de interferon.




OBJETIVOS

Analisar & comparar ¢ desenvolvimento de lesdes causadas por amastigotas de
Leishmania (L.} amazonensis em camundongos susceptiveis tratados com o
ribonucleosides monosubstituido 8BrGuoc.

Averiguar, em camundongos, a foxicidade do ribonucieosides monosubstituido

8BrGuo.

Investigar o mecanisme de acdo do ribonuclecsides monosubstituido 8BrGuo em

macrofagos .

As seguintes metas foram cumpridas para que se pudesse atingir os objetivos:

@

Estabelecer a via mais adequada para o tratamento com 8BrGuo em camundongos

susceptiveis infectados com amastigotas de L. (L) amazonensis
Estabelecer a dose de 8BrGuo a ser utilizada no tratamento de camundongos.

Averiguar a toxicidade da 8BrGuo em figado, rim, bago e placas de Peyer de

camundongos.

Estimar a regeneracdo dos tecidos acima caso tenham sido afetados psio

ribonuclecsidec.
Medir a acao estimulatdria da 8BrGuo em baco e placas de Peyer de camundongos.

Avaliar a capacidade de estimuiagdc do 8BrGuo em culturas primarias de

macrofagos murinos por meio da quantificacdo de nitrito.




]
23

MATERIAIS E METODOS

1) COMPOSTOS UTILIZADOS

Adjuvante Compieto de Freund - Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA

8Briuoc Sigma

Meio de Iscove Sigma

L-Glutamina Sigma

Glucantime Rhodia Farma Lida., Sanio Amaro, SP, Brasil
HEPES Sigma

IFN-y Sigma

LPS Sigma

Reagente de Griess Promega e Sigma

SFB CultiLAb, Campinas, SP., Brasil

Tween 80® Synth, Diadema, SP., Brasil

Penicilina e Estreptomicina Sigma

* Sigma: Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri, USA

2) ANIMAIS

Camundongos isogénicos das linhagens C57BL/6/Uni, BALB/c, CRA/J, fémeas

com idade entre 8 e 12 semanas, SPF ("Specific Patogen Free"), fornecidos pelo Centro

Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIBYUNICAMP foram mantidos no Biotério do




Departamento de Parasitologia do instituto de Biclogia da Universidade Estadual de

Campinas durante o decorrer dos experimentos.

3) PARASITAS Leishmania (L.} amazonensis (MHOM/BR/73/M2268)

Formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através da
inoculacdo via subcutanea de 2x10° parasitas no coxim de uma das patas traseiras.
Formas promastigotas foram mantidas em meio Iscove's suplementado com 5%

SFB, 20mM de bicarbonato de sédio, 10mM de tampéo HEPES, 100UMm! de penicilina
e 100ug/mi de estreptomicina, em estufa seca a temperatura de 26 a2 28°C no

Laboratorio de Leishmaniose do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia

da Universidade Estadual de Campinas.

4} OBTENCAO DE PARASITAS

Para manter os parasitas ou utilizé-los em culturas, as formas amastigotas de L.
(L.) amazonensis foram retiradas de lesbes desenvolvidas nas patas dos camundongos
BALB/c. O animal foi sacrificado por deslocamento cervical, a pata infectada foi retirada
e o tecido raspadoc em solugac salina com penicilina e estreptomicina. A suspensac
obtida foi filtrada em "voil” estéril para retirada de residuos (protocolo adaptado de
Cantos et al, 1993). O numero de amastigotas foi contado com auxilio de Camara de

Meubauer




5) CULTURA DE MACROFAGOS

Camundongos isogénicos C57BL/G/UNI, com idade entre 8 € 12 semanas, foram
sacrificados por deslocamento cervical. Com auxilio de seringa descartavel, injetou-se
10 mi de solugdo salina gelada no peritbneo, o abdome do animal foi massageado e a
vele rebatida. Ulllizando uma pipeta Pasteur retirou-se ¢ exsudato armazenando-o em
frasco imersc em banho de gelo. U numerc de células foi contado em Camara de
Neubauer, considerado-se que 50 a 60% das células obtidas constituiam-se de
macréfagos (protocolo adaptado de Barbieri ef af, 1993). Transferiu-se o exsudaio para
placas de cultura de 24 pogos {Costar, Corning, Falcon ou Nunc}, contendo laminulas
redondas de 12mm de di@metro (GlassTecnica), um volume de exsudato necessario

para obter 5 x 10° macréfagos aderidos por laminuia, incubando-os por 2 horas a 37°C.

Apds a adesdo estas laminulas foram retiradas, lavadas em salina morna, colocadas
em novas placas com meio Iscove's enriquecido com SFB (10%), L-Glutamina (2mM) e
HEPES (10mM) e, incubadas em estufa Umida com atmosfera de 5% de COz durante

15 a 24 horas.

6) INFECCAO DAS CULTURAS DE MACROFAGOS COM LEISHMANIA (L.)

AMAZONENSIS

As culturas de macrofagos murines foram infectadas com 3 amastigotas para

cada macrdfago e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. ApSs 1 hora as
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laminulas foram retiradas, enxaguadas em salina a 37°C, colocadas em novas placas

de cultura com meio iscove's e incubadas em estufa Gmida com atmosfera com 5% de
CO- durante 18 a 24 horas. Apds os iratamentos as laminulas foram retiradas das
placas, lavadas em solucdo salina morna, secas, fixadas com &lcool metilico por 15
minutos, posteriormente coradas com Giensa durante 10 a 15 minutos & montadas em

laminas com Entelan ® (Merck).

7y INDICE FaGociTico (1.F)

A andlise da infeccao das culturas de macrdfagoes foi realizada através do Indice
Fagocitico.

Amostras de no minimo 200 macréfagos foram contadas aleatoriamente em cada
laminuia, em duplicata ou triplicata. Foram verificados o numero de macrofagos que
apresentavam-se infectados e o numero de amastigotas por célula infectada. Com

estes dados calculou-se o L F. (Cantos ef af, 1993).

LF. = %M. Inf. x (No. Amast./ No.Md.inf.)

%Me.Inf. = percentual de macréfagos infectados

X = sinal de muitiplicacao

No. Amast. = namero total de amastigotas encontrado
{ = sinal de divisdo

No.Mé.Inf. = ndmero de macrdfagos infectados




8) QUANTIFICACAO DE NITRITO (NOQO3)

Macrofagos foram estimulados com 8BrGuo. Para confrole positive utilizou-se
20pg/miL de LPS e 100UIWmML ou 20ng/mL de IFN-y e como controle negativo apenas o
meio de cultura. Os sobrenadanies foram coletados apds 24, 48 e 72 horas.
Concomitantemente a coleta dos sobrenadantes as laminulas foram enxaguadas em
salina, fixadas por 15 minutos em slcool metilico, coradas com Giemsa, montadas em
Entelan® e analisadas. A producio de NO foi dosada indiretamente peio método de
Griess. Todos 0s experimenios foram realizados em duplicata ou triplicata. Apds o©
términe do experimento, 100ul. dos sobrenadantes das culturas foi colocado em placa
de 96 pocos (Costar cu Nunc) onde, a seguir, foram adicionados os reagentes de
Griess e incubados por 3 minutos. A mensuracdo colorimetrica foi realizada a 540nm
em leitora de ELISA (Labsystems Multiskan Biochromatic tipo 348, 1991 ou Labsystems
Multiskan MS, 1985/ Laboratsrios do Departamento de Microbiologia e imunociogia - IB).
Uma curva padréc sempre fol realizada paraielamente com a finalidade de obter uma
equagio de regressao linear para cada experimento e, assim, calcular a concentragac
correspondente a absorbancia apresentada (Green ef al, 1984; modificade de Adler ef

al, 1996).

9) INFECCAO DOS ANIMAIS COM L. (L.} amazonensis

Animais isogénicos da linhagem CBA/J, susceptiveis a L. (L.} amazonensis, com

idade entre 6 a 12 semanas foram utilizados para avaliacde dos fratamentos. Apés a




obtengao dos parasitas (item 4 de Materiais e Métodos) inoculou-se, via subcutanea,

5x10° amastigotas no coxim da pata esquerda traseira, contidos em volume de 40pl,

com auxilio de seringa para insulina (B-D, aguiha ultra fina).

10) MEDICAC DAS PATAS

Durante, no minimo, 12 semanas as patas infectadas e contralaterais foram

medidas com auxilio de paquimetro digital (Starret),

11) ANALISE ESTATISTICA

O parametro de comparacgédo entre os grupos de tratamento foi o coeficiente
angular da curva de crescimento apresentada pelas patas infectadas de cada animal
durante o periodo.

Os animais de cada grupo foram marcades com piques nas orelhas com a
finalidade de individualiza-los para assumir a independéncia dos dados evitando assim,
a "contaminaca@c " por outras variaveis. Para cada animal, foi ajustada uma regressao
linear & fim de resumir o comportamento do crescimento da pata infectada ac longo das
semanas em uma s6 medida, resultando em um coeficiente angular de reta para cada
individuo. O teste de Bartiett foi aplicado para a analise da variancia entre os individuos.

Finalmente, aplicou-se o método t-Student, com um alfa de 5%, para comparaco entre

os resultados obtidos nos diferentes grupos de tratamento (Mood et al, 1974).
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11) ANALISE HISTOLOGICA

Grupos de trés animais foram anestesiados com éter e realizada a perfuséo via
intracardiaca, com paraformaldeido (4%) em PBS (0,1M) pelo ventriculo esquerdo e
seccionadas as veias pulmonares para escoar o excesso de volume {Giorgio ef al,
1998b). Os érgéos {figado, rim, bago e placas de Peyer) foram coletados e conservados
no mesmo fixador. Apbs 24 horas, as amostras foram lavadas em agua destilada e,
iniciou-se ¢ processo de desidratacdo para a inclus@o em parafina. Os tecidos foram

cortados com 4 um de espessura & corados com Hematoxilina e Eosina.

12) TESTES BIOQUIMICOS NO SANGUE £ HEMOGRAMA

Grupos de oito (8) animais CBA/J, com idade enire 6 a 8 semanas, foram
anestesiados com éter e coletou-se o sangue por puncéo ocular.

Para 0 hemograma completo foram utilizados tubos contendo heparina.

Foram realizadas também as dosagens de Uréia, Transaminase Glutamico-

Oxalacética (TGO} e Transaminase Glutdmico-Piruvica (TGP).

13} ESQUEMAS DE TRATAMENTO in vitro

As culturas de macréfagos foram tratadas com 8BrGuo diluido em NaQH {0,5 N}

com pH final 8,0.
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Esquema 1. ; i 5 i J

b

Cultura ™ 24 48 72

Cronograma de fratamento sem infeccBo: apds 24 horas de cultura os macréfagos foram
fratados com 8BrGuo. Dt = Dia do tratamento; 24, 48 & 72 horas apds o tratamento, com

8BrGuo, em que realizou-se z coleta do sobrenadante e fixacao das laminulas.

Esquema 2 é | 2 i ;

L
T T

Cultura Dt Di 24 48 72

Cronograma de tratamento antes da infecco: as culturas de macrofagos foram tratadas com
8BrGuo 24 horas antes de serem infectadas com amastigotas de L. (L.) amazonensis. Dt = Dia
do tratamente; Di = Dia da infeccéo; 24, 48 e 72 horas apos a infeccdo com amastigotas de L.

amazonensis, em que se realizou a coleta do sobrenadante e fixagdo das laminulas.

Esquema 3; g g i ; i ;

R

Cultura I Dt 24 48 72

Cronograma de tratamento apds a infeccdo: as culturas de macrofages foram tratadas com
8BrGuo 24 horas apds serem infectadas com amastigotas de L. (L) amazonensis. Di = Dia da
infecgdo; Dt = Dia do tratamento; 24, 48 e 72 horas apds o tratamento com 8BrGuo realizou-se

a coleta do sobrenadante e fixacdo das laminulas.




41

15} ESQUEMAS DE TRATAMENTO in vivo

Os tratamentos in vivo diferenciam-se pela combinacBo entre a via de
administracdo _ intravenosa, intragastrica, subcuténea e intraperitoneal e, o numero

de doses de 8BrGuo aplicados nos camundongos _ terapia de curta ou longa duracéo.

Esquema 4.

Infeccdio  Tratamentos

DO T4TeTS
Cronograma de tfratamento de curta duracdo: quatro dias apds a infeccdo, com 5X10°
amastigotas de L. (L.} amazonensis, os animais foram tratados com 3 aplicacbes de 8BrGuo em

dias alternados. DO = Dia da infecg8o; T = Dias do tratamento.

Esguema 5:

Infecgo  Tratamentos

i | | %

| | | |

DO T4T6T& Ti4 121 128 T35 T42

Cronograma de tratamento de longa duracdo: quatro dias apds a infeccdo, com 5X10°
amastigotas de L. (L.) amazonensis, os animais foram tratados com 3 aplicacbes de 8BrGuo em
dias altemados e administrando-se ainda 1 dose semanal durante 5 semanas consecutivas. DO

= Dia da infeccdo; T = Dias do tratamento.




RESULTADOS

INVESTIGAGAC in vifro

-

INDICE FAGOCITICO

Como verificade em resuliados anteriores (Gicrgio & Bar&o, 1998), a
8BrGuo atua sobre macrcfagos murinos causandoe alteragbes morfoldgicas que
sugerem ativacio celular (figura 2A e 2B). Verficamos que estas células guando
infectadas com amastigotas de L. (L.} amazonensis & tratadas com o composto,
mostraram diminuicdo da infeccdo tantc no numeros de macréfagos infectados quanto
no numero médio de parasitas por macrofago (figura 2C e 2D). Estes resultados foram
guantificados € testados estatisticamente, mostrando diferencas significativas,
indicando assim uma diminuicdc na infecg@o de culiuras de macréfagos tratadas com
8BrGuo em comparagdc com o©os confroles ndo tratados. E possivel verificar,
comparando os LF.s, que o tratamento de culturas com 8BrGuo realizados apds &
infeccao, diminuiu de 78% a 89%, sendo mais efetivo que os tratamentos antes do
estabelecimento da infecgdo, que apresentaram diminuicdo de aproximadamente 58%
(figura 3). Também & possivel verificar uma relagao dose resposta com uma dose
minima para iniciar ¢ processc e uma maxima, que quando ultrapassada pode ser até

prejudicial as céiulas em guaisquer dos tratamentos testados.




Figura 2. Aspecto morfologico de culturas de macréfagos peritoneais murinos cultivados em
placas de cultura. A) Macréfagos normais, sadios (ndo infectados) sem tratamento; B)
Macréfagos tratades com 8BrGue (0,75mg/mlL equivalente a 2mM); C) Macrofagos infectados
com amastigotas de L. (L.} amazonensis sem tiratamento; D) Macrdfagos infectados com

amastigotas de L. (L.} amazonensis tratados com 8BrGuo 24 horas apoés a infecg@o. (Aumento

1000X.).
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Figura 3: indice fagocitice de culturas de macréfagos peritoneais murinos fratados anies da
infeccdo. Macrofagos peritoneais murinos receberam fratamento A) antes da infeccio: Controle
(apenas meio); 8BrGuo nas concentragdes: 0,3mg/mL {=0.83mM); 0,75mg/mL (=2,07mi);
0.9mg/mi (=2.48mMj e 1.2mg/mL (=3,31mM) . B} tratamento apds a infeccde: Controle (apenas
meio); 8BrGuo nas concentragdes: 0,3mg/mbL (=0.83mM); 0,75mg/mL (=2,07mM); 0,9mg/mL
(=2, 48mM) ¢ 1.2mg/mL =3,31TmM).
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DosAGEM DE NITRITO

0O oxido nitrico (NO) € uma espécie reativa de nitrogénio com capacidade
leishmanicida comprovada. Assim, com © obielivo de investigar o possivel mecanismo
de acdo de 8BrGuo no metabolismo de macrdfagos murinos averiguamos &
concentragdo de nitrito, pois sua concentracdo indica de forma indireta a de éxido
nitrico.

tsta dosagem foi realizada em culturas de macréfagos peritoneais murinos
sadios e infectados por amastigotas de L. (L.} amazonensis com a finalidade de tracar

um perfil da acdo de 8BrGuo em diferentes momentos desta infecgdo.

CULTURAS NAC INFECTADAS

iniciaimente avaliou-se a influéncia de 8BrCuo em culturas de macréfagos

peritoneais murinos naoc infectados (figura 4).

Como € possivel notar, ndc houve aumentc significativo na concentracéo de
nitritc na cultura estimulada apenas por 8BrGuo, com valores muito proximos ao
controle, o qual recebeu apenas meic de cuitura ¢ &s culturas gue receberam LPS.
Mostrou ainda que apenas o LPS néo foi suficiente para estimular a producic de

reativos de nitrogénio. Contudo verificou-se que 0s grupos que receberam iFN-v ou IFN-

v + LPS, produziram concentracbes elevadas de nitrito, dados semelhanties aos

UNICAW
RIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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encontrados por outros pesquisadores. E interessante notar as concentragdes de nitrito
produzidas das culturas que foram estimuladas por IFN-y + 8BrGuo, as quais
apresentaram 46% mais nitrito que o grupo IFN-y + LPS e 82% mais que 0 grupo IFN-y

apds 98 horas de estimule, Assim 8BrGuo ndo seria capaz de estimular a produgao de

reativos de nitrogénio, mas em contato com IFN-y potencializaria a reaco.

5,

Figura 4: Dosagem de nitrito {cinética da concentragdo de nitrito) em sobrenadantes de culturas
primarias de macréfagos murinos sadios. Cerca de 5x10° macréfagos peritoneais murinos
foram tratados com: 8BrGuo (0,3mg/mb), 8BrGuo (0,3mg/mbl) + IFN~y (100UlI/mL), IFN-y
{(100UI/mL), IFN-y (100UFVmL) + LPS (20pg/mL) e LPS {20pg/mL). Os sobrenadantes foram
coletados apds: 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento e a concentragéo de nifrito foi medida pelo

meatodo de Griess.




CULTURA INFECTADA ANTES DO TRATAMENTO

Com o objelivo de investigar se o parasitismo influenciaria 2 capacidade de
ativacéo de macréfagos pela 8BrGuo dosamos a concentrag&o de nitritc em culiuras
fratadas apds serem infeciadas com amastigotas de L. (L) amazonensis, coletando ©
sobrenadante e dosando a concentragdo de nitrito apds 24, 48, 72 e 96 horas apds o3
tratamentos (figura 5).

18

48
—=—Controle ~5—8BrGuo —=— 8BGO + IFNg

Figura 5: Dosagem de nitritc em sobrenadantes de culturas primarias de macrofages
peritoneals murinos infectados com amastigotas de L. (L) amazonensis e postericrmente
tratadas. Apds 24 horas, da infecgdo, as cufturas foram tratadas com: 8BrGuc (G, 3mg/ml),
8BrZuo (0,3mg/mb) + [FN-v {100UI/mL}, IFN-y (100UVmL), [FN-vy (100UVmL) + LPS (20pg/mL) e
LPS (20pg/ml). Os sobrenadantes foram coletados 24, 48, 72 e 96 horas apés o fratamenic e a

concentracio de nitrito fol medida pelo método de Griess.
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Como & possivel verificar o comportamento das curvas de concentracdo de nitrito
foi muito semelhante aos resultados anteriores, sem infecgao {figura 43,

As culturas estimuladas por 8BrGuo néo produziram aumento na concentracao
de nitrito, mas © mesmo composto em contato com IFN-y potencializou a produgac

desse intermediaric de nitrogénio (figuras 4 & 5).

CULTURAS TRATADAS E POSTERIORMENTE INFECTADAS

Nas culturas tratadas com 8BrGuo antes de serem infectadas com amastigolas
de L. (L) amazonensis, verificamos novamente a semelhanca no comportamento das
curvas de concentragdo de nitrito em relaco as culturas nao infectadas e infectadas

antes dos tratamentos (figuras 4, 5 e 6).

As concentragdes de nitrito mantiveram-se elevadas nos grupos que receberam
IFN-y, IFN-y + LPS e IFN-y + 8BrGuo, e a baixa concentracéc de nitrito foi observada

nas culturas que ndo continham IFN-y (figura 6),
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Figura 6: Dosagem de nitrito em sobrenadantes de cuituras primarias de macréfagos
peritoneais murinos tratades e, posteriormente, infectados por L. (L.) amazonensis. Apbs 24
horas do tratamento com: 88rGue {0,3mg/mL), 8BrGuo (0,3mg/mL) + IFN-y (100UlI/mL), IFN-y
(100U mL), IFN=y (100Ul/mL) + LPS (20pg/mlL) e LPS (20pg/mL). As culturas foram infectadas
com amastigotas de L. (L.} amazonensis. Os sobrenadanies foram coletados 24, 48, 72 ¢ 88

horas apos a infecgdo e a concentragdo de nitrito foi medida pelo meétodo de Griess.

INVESTIGACAC in vivo

Um dos principais objetivos deste trabaiho foi averiguar o efeito terapéutico da

8BrGuo em camundongos infectados por amastigotas de L. {L.) amazonensis.




AVALIACAO DAS ViaS DE TRATAMENTO COM 8BRGUO EM CAMUNDONGOS BALRB/C

inicialmente realizamos testes & fim de analisar a via mais eficiente para o
tratamento da leishmaniose murina com 8BrGuo. Assim sendo, inoculamos 8BrGuc em
animais BALB/c, linhagem susceptivel a L. {L.) amazonensis, pelas vias intraperitoneal
(ip), intravenosa (iv), intramuscular (im) e subcutdnea (sc). Nos primeiros testes
observamos a letalidade do composto em cada modo de aplicagéo (tabela |).

Tabela I: Taxa de mortalidade em funcdo da via de inoculacdo da 8BrGuo.

Via de Aplicacdo Taxa de Mortalidade
Fintramuscular (n=4) 50%
*Intraperitoneal (n=8) 62.5%
#intraperitoneal (n=4) 0%
*Subcutanea (n=4) 100%

* Animais BALB/c, sadios, receberam 3mg de 8BrGuo (equiv. 150mgkg*dia™) diluido (solugéo A)
em NaOH (0,5N), com pH em torno de 10.

# Animais BALB/c receberam 3mg de 8BrGuo (equiv. 150mgkgdia”’} em suspensdo com
solugdo salina (suspenséoc A).

Os resuitados mostraram gque a injecéo de 8BrGuc em soluco pela via iv & téxica
(100%). Observou-se mortalidade poucas horas apds os animais receberem o composto
e alteracbes nos rins durante necrdpsia (dados nic mostrados). Assim, ndco testamos
outras doses do composto utilizando esta via.

Em relagdo &s vias im, ip e sc a injecdo de 8BrGuo em solucdo (suspenséo A),

sem corregdo do pH, provocou mortalidade de 50%, 62.5% e 100% dos animais
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respeCuvamente” (laveid 1).” ACrélinamos qus nesses expénmenios o compdsic em
solugdc causou sérics danos ifeciduais devido ao pH basico, préximo de 10. Quando
utiizamos a via ip com o composto em suspensio, este ndo mosirou-se 1OXCo &, a taxa
de mortalidade foi igual a zero (tabela 1).

MNa figura 7 cbserva-se o desenvolvimento das iesbes nos camundongos BALB/C
infectados com L (L.} amazonensis e tratados com 8BrGuc em suspenséo pela via i
Nao observamos sinais de diminuicdo das lesdes, a psguena queda na 8" semana nao
foi estatisticaments significativa e as lesdes vollaram a mostrar aumento, encerrando o

acompanhamenio com dimensdes iguais 20s confroles gque n&o receberam 8BrGuc

{figura 7).

Dimensao das Patas (mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 1z
—st~Gontrole ——Tratamento em Suspensao Tempo (semanas)

Figura 7: Crescimento das lesdes desenvolvidas em camundongos BALB/c. Foram inoculados

5x10° amastigotas de L. {L.) amazonensis no coxim da pata traseira esquerda subcutaneamente.
Uma semana depois, 0s animais do grupo tratado, receberam 3 aplicagBes ip em suspensao de

3mg de 8BrGuo (suspensdo A), em dias altemados e 0 grupo controle recebeu apenas saiina.
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AVALIACAD DAS VIAS DE TRATAMENTO &M CAMUNDONGOS CBA/J

Apés estes lestes iniciais revisou-se a literatura e a maioria dos animals utilizados
para testes in vivo com 8BrGuo e, cutros compostos da familia dessa guanosing, n&o
eram de animais da linhagem BALB/c mas CBA/ (Ojo-Amaize ef al, 1980, Goodman of
al, 1995). Sendo assim, confirmamos entdo a suscetibilidade destes animais a L. (L)
armazonensis e observamos a similaridade no desenvolvimento das lesGes comparadas

acs camundongos BALB/c, j& descrito por ouiros autores (Giorgio, 1989, Perez of &/,

1978 & 1979) (figura 8) .
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Dimenséao das Patas (mm)
10}

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 M 12
—— Média patas (BALB/C) —— Média patas(CBA/J) Tempo (semanas)

Figura 8: Crescimento das leses desenvolvidas em camundongos das linhagens BALB/c e
CBAZJ, em semanas. Foram inoculados 5X10° amastigotas de L. (L) amazonensis no coxim

plantar da pata iraseira esquerda subcutaneamente.
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De posse dos animais CBA/J realizamos um oulro experimento piioto, semelhante
ao anterior com BALB/c (labela ), aplicando 3 doses de 8BrGuc, de 2mg ou 3mg, pelas
vias ip em suspensao (suspensfo A), sc em solucdo (solucdo A) g, tambem, 3mg pela
via ig em suspensdo (suspensao A} O grafico de sobrevivencia dos animais de acordo
com a via e doses recebidas mostra a sucessdo das mortes de acordo com a dose e 0

tempo decorrido da aplicacdo (figura 9).

120%
100% +

80% -

60% _

Sobrevivéncia

a0

20%

0% -

1 z 3 4 5 g 7 5 . g
——sc(2mg) —-sc(3Mg)  ig (3mg) ——ip (2mg) ~6~ip (3mg)  1empo (dies)

Solugéo Suspensao

Figura 9. Sobrevivéncia (em dias) de camundongos CBA/J a diferentes vias e doses de

tratamento. Animais com idade entre 7 ¢ 10 semanas receberam 2 ou 3mg de 88rGuo pelas vias

ip e ig, num voiume total de 200uL, e pela via sc 40ul.

Observa-se que apesar da letalidade da via sc para BALB/c 0 mesmo néo ocorre
com 0s animais da linhagem CBA/J, ©s quais mostraram maior resisténcia ao tratamentc

visto gue a mortalidade diminuiu em todas as vias testadas e comparadas (figura 8).




Também € possivel inferir que existe uma relagdo entre a dose e a via de

administrac@o de 8BrGuo nos animais, uma vez que a via ip mostrou que logo apés a 1°
dose de 3mg um animal morreu enquanto foram necessérias 3 doses de 2mg pela

mesma via para haver uma morte.

ACOMPANHAMENTO DAS LESOES DOs ANIMAIS CBA/JJ TRATADOS ANTES DA

INFECGAC

Com estes animais testados, que receberam 8BrGuo e sobreviveram, inoculamos
amastigotas de L. (L.} amazonensis a fim de acompanhar e avaliar o desenvolvimento
das lesbes. E, testar a possibilidade deste composto ser utilizado no tratamento
preventivo, de maneira similar ao realizado em tratamentos antes da infeccdo nos testes
in vitro (figura 3).

As figuras 10, 11 e 12 ilustram graficamente o desenvolvimento das lesdes nos

tratamentos com 8BrGuo pelas vias sc, ip e ig, respectivamente.

TRATAMENTO COM BBRGUO PELA VIA SUBCUTANEA ANTES DA INFECCAO

A finglidade desta via de tratamento foi testar a possibilidade da ac8o local de
8BrGuo, assim, limitar-se-ia os efeitos colaterais do composto. Entretanto,
provaveimente devido ac pH extremamente basico da solugdo, formaram-se lesdes

iniciais no local da aplicacdo, que rapidamente regeneraram.
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Este tratamenic mostrou-se eficaz com relagéo aos parametros delimitados, isto
&, segundo ¢ teste "t" de Student existe uma diferenca significativa entre o grupc controle
e o tratado com BBrGuo com um o = 0,05 Além de relardar a ulceragdo das patas
infectadas em relacdo ao pericdo de aparecimento das mesmas em animais controle

{figuras 10a & 10b}.

Dimenséao das Patas (mm)

12 8 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
—— Controte —=Tratadc {2 mg) Tempo (semanas)

Figura 10a: Crescimento das leses dos camundongos CBA/J antericrmente tratados com 2mg
(100mg.kg™) pela via subcutanea. Os animais que haviam recebido 3 doses de 2mg de 8BrGuo
{sclucdo A) foram infectados com 5x10° amastigotas de L. (L.} amazonensis pela via subcuténea

no coxim da pata traseira esquerda.

Verifica-se a menor dimensdo das lesGes em cada um dos animais do grupo

fratade em relacdo a todos os animais do grupo controle.
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Grupo Controle Grupo Tratado

Dimensio das Patas (mm)

123 458 7 8 910111213141581817 1234586 7 8 91011121314151817

Dimensée das Patas {mim)

Dimensdo das Patas {mm
[e3) 0 [w]
1 1 1,

£
I

]
I

[

1 23 45 87 8 31011121314 151617 1 3 5 7 g 11 13 15 17
Tempo {semanas) Tempo (semanas)

Figura 10b: Crescimento das lesées dos camundongos CBA/J anteriormente tratados com 2mg

{100mg.kg™") pela via subcuténea. Curvas individualisadas de cada animal por 17 semanas,




TRATAMENTO COM 8BRGUO PELA VIA INTRAPERITONEAL ANTES DA

INFECCAO

Este tratamenio mostrou diminuico estatisticamente significante em relagéo ac
grupo controle até a 16% semana. Entretanto na 17° semana os valores das médias,
antre as dimensdes das patas infectadas, dos animais tratados em relagdo a0s animais
controle apresentaram, praticamente, o mesmo valor. O que demonstra n&o ser sficaz na
diminuicdo das lesdes. Mas, como no tratamento sc, as Ulceras surgiram apenas na 15%

semana, quando ¢ edema apresentava guase duas vezes superior acs das pailas do

rupo controle quando ujceravam (figura 11).

Dimenséo da Patas (mm)

12 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 186 17

—#-Controle  ——Tratado (3 mg) Tempo (semanas)

Figura 11: Crescimento das lesSes dos camundongos CBA/J anteriormente tratades com 3mg
{15{}mg.kg") pela via intraperitoneal. Os animais que haviam recebide 3 doses de 3mg de
8BrGuo {(suspensac A), foram infeciados com 5x1 0° amastigotas de L. (L.) amazonensis sc no

coxim da pata traseira esquerda.




TRATAMENTO COM 8BRGUO PELA VIA INTRAGASTRICA ANTES DA INFECCAC

Como & possivel verificar a via infragastica ndo proporcionou diminuicdc das
lesfes nas patas infectadas em relacdo ac grupo controle (figura 12). Também n&o

nouve diferencas na formacaoc de Glceras.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

——Controle —— Tratado ig (3mg) Tempo (semanas)

Figura 12: Crescimento das lesdes dos camundongos CBA/J anteriormente tratados com 3mg
(150mg.kg™") pela via intragatrica. Os animais gque haviam recebido 3 doses de 3mg de 8BrGuo
{suspensdo A}, foram infectados com 5x1 0° amastigotas de L. (L. amazonensis

subcutaneamenie no coxim da pata traseira esquerda.



ACOMPANHAMENTO DAS LESOEs Em CAMUNDONGOS CBA/J TRATADOS COM

BBRGUC APOS A INFECCAC COM AMASTIGOTAS DE L. (L.} amazonensis

Uma vez gue o0s resultados anteriores (figuras 10 & 11), com os fratamentos
aplicados antes da infeccdoe por amastigotas de L. amazonensis, nas vias subcutanea &
intraperiioneal apresentaram-se satisfatbrios, estas vias foram utilizadas nos tratamentos
apés a infecgBo. Neste testes realizamos diferentes esquemas {métodos, posologia) de
tratamentos, a fim de avaliar & ofimizar 2 agdo da 8BrGuc na terapéutica da

leishmanioss murina,

TRATAMENTO COM BBRGUO PELA VIA SUBCUTANEA APOS A INFECCAC

Uma vez que 0s animais que receberam o tratamentc subcuidneo antes da
infeccdo (figura 10) mostraram diminuicdo das lesdes, testamos o tratamento apés a
infeccac utilizando um "esquema” prolongado (Materiais e Métodos - esquema 5).

Os resuitados obtidos neste {ratamento mostraram que as lesdes nado diminuiram
e sim aumentaram nos animais que receberam 8BrGuo em relagdo ao grupo controle.
Acreditamos, que neste caso o aumento deva-se a repetidas aplicagdes do compostc e a

Injuria provocada pela agulha na pata dos camundongos (figura 13).
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Figura 13: Crescimento das lesbes de camundongos CBA/ fratados com 2mg de 8BrGuo pela
via subcutdnea. Os animais foram infectados com 5x10° amastigotas de L. (L) amazonensis.
Quatro dias apés a inoculacdo dos parasitas, os animais receberam doses de 2mg de 8BrGuo

{(solugdo A) sc, em 3 aplicacbes por uma semana, em dias alternados e, outras 4 semanais.

TRATAMENTOS COM SBRGUOC PELA VIA INTRAPERITONEAL APOS A INFECCAC

8BRGUO EM SUSPENSAQC COM SOLUCAO SALINA - TRATAMENTC CURTO

Realizamos testes comparativos com 8BrGuo em suspensdo apenas com saling,
sem diluigdo e corregio de pH (suspens&c A). Tambeéem preparamos um grupo tratado

com Glucantime ®, firatamento convencional, para melhor comparacdo entre ©s

resuliados (figura 14).
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Figura 14: Crescimento das lesfes dos camundongos CBA/J tratados com 8BrGuo pela via
intraperitoneal. Camundonges com 6 semanas foram infectados com 5x10° amastigotas de L.
(L.} amazonensis pela via subcuténea. Quatro dias apéds a inoculagéo dos parasitas, os animais
receberam, em dias altemados, 3 aplicagbes de 3mg de 8BrGuo em suspensdo com salina
(suspensdc A} pela via intraperiioneal, de acordo com © esquema de fratamentc curto

{(Materiais e Métodos - esquema 4},

Estes resultados {figura 14) mostram que néo ha diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos controle e tratado com 8BrGuo (3 doses de 3mg ip em
suspensdo). Como esperado houve uma diferenca estatisticamente significativa entre o
controle & o tratado com Glucantime® O tratamento convencional com Giucantime®
mostrou redugado nas dimensdes das lesfes, em relacdc ao conirole, sem apraesentar a
cura da infecgdo, 0 que era esperado, visto que o tratamento com este composto em
humanoes € de 20 a 28 dias. Assim pode-se extrapolar tal raciocinio e inferir que é

possivel propor um tratamenic prolongado com 8BrGuo.
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BBRGUO EM SUSPENSAD COM CORRECAC DE PH - TRATAMENTO LONGO

Apesar de realizar controles dos grupos tratados com 8BrGuo em solugdo, isto é,
diluido em NaOH sem correcac de pH, e verificar gue os animais controles nédo
mofreram em virtude da basicidade de meio, as ienialivas de corregdo do pH
continuaram ate um éxito parcial. Nos proximos experimentos foi utilizado 8BrGuo
diluide em NaOH com pH corrigide com HCl, para aproximadamente 7,0, isio
ocasionouuma alteragdo na concentracio de NaCl e a precipitacdo do composto,
formando uma nova suspensas, com granulometria menor que a inicial. Esta suspensio
sera denominada suspenséo B.

Como o resuitade anterior com 8BrGuo ndo mostrou gualguer melhora nas
iesdes (figura 14), novos experimentos foram propostos com novas doses e nova
apresentacdo de 8BrGuo. Os animais, previamente infectados, foram tratados com
8BrGuo, recebendo um numerc maior de doses de Z2mg em suspensac com salina
(suspensao A) e com ¢ pH corrigido {suspensac B), seguindo © esguema longc de
tratamento (Materiais e Métodos - esquema 5) (figura 15).

Neste caso foi verificadc novamente a toxicidade nos animais tratados com
8BrGuo apresentada scb a forma de suspensac B, pois dos 5 animais iniciais apenas 2
resistiram as 3 primeiras aplicagdes, enquanto © grupo que recebeu a suspensac A nao
apreseniou obitos {dados n&c mostrados). Apesar da perda dos animais, do grupo
suspensdo B, continuou-se a acompanhar o©s scbrevivenies desse grupo por 17
semanas (figura 15). A falta de animais ainda inviabilizou a analise estatistica deste

grupo.
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Figura 15: Crescimento das lesdes dos camundongos CBA/J tratados com 2mg de 8BrGuo pela
via intraperitoneal. Camundongos CBA/J com & semanas foram infectados com 5x10°
amastigotas de L. (L) amazonensis pela via subcutdnea. Quatro dias apds a inoculacdo dos
parasitas, 0s animais receberam doses de Zmg de 88rGuo via intraperitoneal, em 3 aplicagdes
por uma semana, em dias aiternados e, ouiras 4 semanais por um més segundo ¢ esquema

longe de tratamento {Materiais e Métodos - esquema 5).

O grupo tratado com a suspensdo A ndo mostrou qualquer diminuicdo das lesdeas
tampouco diferenca estatistica em relacdo ac controle (figura 15). Mas, a diminuic&o da
infeccdo sugerida pelos animais do grupo suspenséo B indicavam a possibilidade de

melhora na composicdo do tratamenic e a obtencdo de um resultade satisfatorio.
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Com os resultados obtidos nos experimentos anteriores entre a forma de
apresentacdo da 8BrGuo, e ainda buscando altemnativas para amenizar a acdo da
8BrGuoc e a melhora da corregdo do pH, procuramos um adjuvante ou excipiente para
acrescentar na compesicao do nosso tratamento.

Utilizamos o Tween 80°% e apos os testes observamos que 8BrGuc diluida e
acrescida deste composto mantinha o pH em torno de 9 e, apds o acréscimo de HCI
ocorria apenas uma turvagdo do meio. Esta nova apresentacdo de 8BrGuo foi

denominada suspenséo C.

B8BRGUO coM TWEEN 80% - TRATAMENTO CURTO

Um novo grupe de animais fol infectado com amastigotas de L. (L.} amazonensis
e tratado com 8BrGuo acrescida de Tween 80°. Os resuiiados foram os melhores até
ent&o obtidos. C grupo de animais que recebeu o tratamento apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa na dimenséo das patas com a aplicacdo de apenas 3
doses de 3mg (figura 16). O desenvolvimento de lesdes também foi retardado.
Enquanto todos os animais do grupo controle apresentavam Glceras de grandes
dimensOes, no grupo fratado com 8BrGue apenas 2 animais mostravam pequenas
uiceragbes cujo crescimento mostrou-se mais lento que em animais sem tratamento
(figura 16a). Na figura 16b observam-se os dados das dimensbes das patas de cada

camundongo dos grupes.
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Figura 16a: Crescimento das lesfes dos camundongos CBA/J com 8 semanas infectados com
5x10° amastigotas de L. (L) amazonensis. Quatro dias apos a inoculacdo dos parasitas, 0s
animais receberam 3mg de 8Br(Guc via infraperifoneal, em 3 aplicagbes por uma semana em

dias alternados, segundo ¢ esquema curto de tratamento (Materiais e Métodos - esquema 4.
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Figura 16b: Grupo Controle. Crescimento das lesdas dos camundongos CBA/J com € semanas
‘nfectados com 5x10° amastigotas de L. (L.} amazonensis. Curvas individualizadas de cada

animal por 17 semanas.
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Figura 18¢: Grupo Tratado. Crescimento das lesdes dos camundongoes CBA/J com § semanas
infactados com 5x10° amastigotas de L. (L.} amazonensis. Curvas individualizadas de cada

animal por 17 semanas.
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INVESTIGACAC HISTOLOGICA DO EFEITO DE 8BRGUOC EM CAMUNDONGOS

Como os resultados finais s&o promissores quanto a eficacia da 8BrGuo no
tratamento da leishmaniose murina (figura 15) e, com a finalidade de investigar a
possivel causa das mortes dos animais tratados via intraperitoneal com 3mg na
suspens@o A, enire oulras, realizamos o mesmo tratamento em animais saudaveis.
Estes camundongos foram utilizados para investigacdo histoldgica hepatica (figura 17) e
renal (figura 18), devido as funcdes detoxificadoras destes érgéos, bem como baco
(figura 19), uma vez que o composto atua sobre linfécitos.

Para tanto, realizamcs o tratamento dos animais com 3 doses de 3mg em
suspensac, com pH corrigido, em dias alternados e os dividimos em 2 grupos, um
utilizado 24 horas apés o terceiro tratamento, ¢ outro foi mantido por 60 dias para entdo
ser sacrificado a fim de examinar o aspecto histologico dos érgéos.

Apds as primeiras aplicagdes intraperitoneais notamos um discreto aumente das
placas de Peyer, que também chamou a atenc8o para um olhar mais cauteloso (dados
n&o mostrados).

Apesar de algumas diferengas entre os resultados acreditamos que ndo houve
alteragbes teciduais, sende que tais diferencas ocorreram, provavelmente, devido a

artefatcs de técnica provocados, principalmente, pela perfusdo dos animais.
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Figura 17. Fotomicrografias de tecido hepatico de camundongos CBA/J . Animais 24 horas apos
receberem apenas placebo. A) Aumento 100X; B) Aumento 400 X. Animais 24 horas apés
receberem tratamento de 3 doses de 3mg de 8BrGuo. C) Aumento 100X; D) Aumento 400 X.
Animais 60 dias apbs receber o tratamento. E) Aumento 100X; F) Aumento 400 X.
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Figura 18: Fotomicrografias de tecido renal de camundongos CBA/J. Animais 24 horas apds
receberem apenas placebo. A} Aumento 100X; B) Aumento 400 X. Animais 24 horas apds
receberem tratamento de 3 doses de 3mg de 8BrGuo. C) Aumento 100X; D) Aumento 400 X.
Animais 60 dias apos receber o tratamento. E) Aumento 100X; F) Aumento 400 X.
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Figura 19: Fotomicrografias de tecido esplénico de camundongos CBA/J. Animais 24 horas
apos receberem apenas placebo. A) Aumento 100X; B) Aumento 400 X. Animais 24 horas apés
receberem tratamento de 3 doses de 3mg de 8BrGuo. C) Aumento 100X; D) Aumento 400 X.
Animais 60 dias aps receber o tratamento. E) Aumento 100X; F) Aumento 400 X.
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INVESTIGACAC ENZIMATICA E HEMATOLOGICA DO EFEITO DE 8BrGuUO EM

CAMUNDONGOS

Similarmente, tratamos oufro grupo com 3 doses de img/animal por via
intraperitoneal, com 8BrGuo e Tween 80° em dias alternados. Um grupo recebeuy
apenas uma dose e fol eutanasiando para coleta do sangue 24 horas apss a aplicagdo:

um segundo grupo recebeu as 3 doses, sendo retirado o sangue apos 60 dias.

Tabela Il Dosagens Enzimaticas. Resultados das dosagens de enzimas marcadoras de

danos teciduais de camundongos CBA/J *

Exame Controle Tratado com 8BrGuo  Controle  Tratado com 8BrGuo
{1 dose de 1mg) (3 doses de 1mg)

Uremia 50 mg/dL 61 mg/dL 58 mg/mL 68 mg/dL

TGO 104 U/L 17 UL 88 U/L 82 U/L

TGP 45 Uit 37 UL 35 UL 32 UL

* Camundongos com idade entre 6 e 12 semanas receberam 3 doses equivalentes a
1mg de 8BrGuo diiuida em NaOH (0,5N), acrescido de salina e Tween 80% e com o pH
corrigido com HCI. A 8BrGuo foi aplicada pela via intraperitoneal em dias alternados
{Materiais e Métodos - esquema 4). A coleta de sangue foi realizada 24 horas apoéso 1
e o 3 tratamentos em frascos de coleta especificos e mantidas resfriadas até a analise.

TGO = Transaminase Glutamico-Oxalacética

TGP = Transaminase Glutdmico-PirGvica

As dosagens foram realizadas com um "pool” de sangue de 52 6 camundongos.




Tabela ill. Hemograma Completo. Resultados do hemograma completc de

camundongos CBAJJ >

Conirole Tratado com 8BrGuo Controle

{1 dose de 1mg)

Tratado com 8BrGuo
{3 doses de 1myg}

critrocitos 8,1 7.8 8,3
Hemoglobina 12,8 12,8 12,8
Hematderito 37% 37% 37%
V.CM 45 67 47 43 45,00
H.B.C.M. 15,80 16,41 15,30
C.HB.CM. 34,59 34,58 34,00
L.eucocitos 2,2 2,5 2.1
Bastonetes 0% 0% 1%
Segmentados 12% 21% 18%
Eosindfilos 0% 0% 0%
Basofilos 0% 0% 0%
Linfécitos 84% 72% 75%
Monocitos 4% 7% 8%
Plaguetas 627 717 804

82 mihdes/mm”

13,0 G/IDL
38%

469 fL
15,80 Pg
33,00 GidL
23  milimm®
1%

12%

0%

0%

78%

9%

844 KiuL

* Camundongos com idade entre 6 e 12 semanas receberam 3 doses equivalentes a

1mg de 8BrGuo diluida em NaOH (0,5N), acrescido de salina e Tween 80° & com o pH

corrigido com HCI. A 8BrGuo foi aplicada pela via intraperitoneal em dias alternados

{Materiais e Metodos - esquema 4). A coleta de sangue foi realizada 24 horas apés o 1

e o 3 tratamentos em frascos de coleta especificos com anticoaguiante e mantidas

resfriadas até o laboratério.
VCM = volume corpuscular médio
HBCM = hemoglobina corpuscular média

CHBCM = razéo entre VCM e HBCM
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Os resultados da tabeia il mostraram que, aparentemente, as funcdes renais foram
preservadas apss o tratamento com 8BrGuo. Os valores de uréia em torno de 81-68
mgidl nos animais tratados foram considerados normais e, semelhantes aos valores
encentrados em animais conirole.

Em relacdo a dosagem de TGO observou-se elevados niveis desia enzima nas
amostras tanic no grupo ratado com 3 doses (82 U/L) guanto nos controles {104 ¢ 88
U/L) sugerindo a hemdlise provocada pelo meétodo utilizado para a coleta do sangue.
Assim estes resultados foram descartadoes.

(s valores verificados na dosagem de TGP foram normais (32 a 45 U/L) para
animais tratados e controle, indicando que ndo ocorreu danos hepaticos em nenhum
dos tratamentos, 1 ou 3 doses, com 8BrGuo (tabela ).

Em relagao aos dados dos hemogramas completos (tabela 1il) observou-se que
as gquantidades totais de hemoglobina, a V.CM, 2 HBCM e a CHBCM n&o
apresentam nenhuma diferenca entre os grupos tratados com 8BrGuoc e os controles. £,
a quantidade de eritrocitos, leuctcitos, bastonetes, segmentados, eosindfilos, basofilos,
linfocitos, mondcitos, plaguetas semelhante para os animais fratados e controle.

Podemos assim concluir que dosagens de 1 a 3mg de 8BrGuc via ip nao afetam,
significativamente, hemacias, nem a concentragadc de hemogicbina, tampouco o

ndmero de céluias que circulam no sangue.




DiSCUSSAQ

Este projeto idealizou testes de 8BrGuo na infeccdo de macrdfagos por
Lefshmania (L.} amazonensis, fundamentado em dados obtidos por Goodman e Weigle
(1981, 1982Zb; 1983c, 1984a; 1985a), entre outros, a respeitc da capacidade
imunoestimuladora dessa substancia sobre linfdcitos, da capacidade ativadora de
macrofagos e ceélulas NK (Koo ef al, 1988) e da ativagio do "burst” oxidativo em
macrofagos descrito por Ojo-Amaize e colaboradores (1889/19390).

Experimentos iniciais in vifro mostraram que 8BrGue ndc altera a proliferacédo de
promastigotas em cultura, em relacdc ac grupo conirole, ou seja, promastigotas
mantidos apenas com ¢ meio de cultura e diluente (Giorgio & Bardo, 1998). Assim
podemos afirmar que o composto ndo é toxico aos parasitas na forma promastigota.
Entretanto, para testar o efeito de 8BrGuo diretamente sobre a forma amastigota de
Leishmania seria necessaric cultiva-la axenicamente. Esta cultura axénica exige
controle rigido das condicbes de temperatura e pH, sendo gue amastigotas necessitam
de pH acido (entre 4,5 e 6,0), com intervalos que variam entre as diferentes espécies. A
alterac@o das variaveis temperatura e pH agem diretamente sobre a expressdo génica
deste organismo (Zilberstein & Shakira, 1994). O composto 8BrGuo, assim como a
guanosing, € soiuvel apenas em acidos ou bases fortes (The Index Merck, 1983),
portanto, apds a adicdo do composto ac meio de cultura dos parasitas haveria a
alteracadc do pH desta cuitura e conseglientemente tornariam-se invidveis ou seriam

destruidos.
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A avaliagdo de macréfagos sadios sob o tratamento de 8BrGuo mostrou
alteracdo morfologica, semelhante aquelas que caracterizam macrdfagos ativados,
como aumento de voiume e vaclolos. Além disso foi possivel comprovar que ndo houve
aiteracdo da viabilidade dos macréfagos tratados com 8BrGuo, o que demonstra guie
este composto pode ser ulilizado como ativador nas culturas infectadas com L (L.)
amazonensis (figura 2a e 2b).

Os resultados obtidos mostraram diminuicdo significativa do parasitismo das
cuituras fratadas com 8BrGuo tanto antes (58%) quanto apos (89%) a infeccao com as
formas amastigotas de L. (L.} amazonensis (figuras 3a e 3b). Cantos e colaboradores
(1993) também obtiveram bons resultados ao utilizar manana conjugada com
antimoniato, eliminando aproximadamente 90% dos parasitas nas culturas de
macréfagos (Cantos et a/, 1983). Durante investigacdes a respeito dos mecanismos de
adesao da forma amastigota Love e colaboradores (1993), verificaram que a presenca
de heparina inibiu em mais de 90% a fagocitose do parasita por células CHO-K1. Além
disso, Barbiéri e colaboradores (1993) desenvolveram um anticorpo monocional (1C3)
com capacidade de inibir, parcialmenie, a entrada de qualquer uma das formas (tanto
de amastigotas quanto de promastigotas) de L. (L.} amazonensis em macrofagos
murinos. Os percentuais de reducdo da infeccdo alcancados com 8BrGuo nao
mostraram eficacia superior a manana conjugada com antimoniato ou a heparina. E
importante notar que, doses e tempo de tratamento, utilizados ndo foram suficientes
para provocar 0 desaparecimento dos parasitas nas culturas, mas a reducao de 58% e
87% nas culturas que receberam 8BrGuc antes e apds a infecg&o (figura 3),

respectivamente, foi bastante satisfatdria para dar continuidade as investigactes in vivo.
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Testou-se, ainda, diferentes doses de 8BrGuo, a fim de corroborar dados de
Goodman e colaberadores {Goodman & Weigle, 1883d; Goodman, 1288b; Scheuer ef a/
,19850) sobre a aclo dose dependente do composto em linfécitos, e n&o macréfagos,
como € o caso deste estudo. Notamos que a infecgdo por L. (L) amazonensis
apresentou diferentes LF.s em relacéo as doses e aos protocolos de tratamento antes e
apds a infeccdo (figuras 3a e 3b; esquemas Z e 3). Confirmou-se gue ha agdo dose
dependente em macrofagos, sendo gue a melhor dose para o fratamenio antes da
infecgdo foi de §0,3mg/mL (0,87mM), enguanto que para o tratamentc apds a infeccio
foi 0,75mg/mL (equivalente a 2mM) (figura 3). Os melhores resuitados obtidos com o
iratamento antes da infeccao (0,87mM) mostram proximidade com a dose em testes
com lirfécitos (1mM) descritos por Goodman e Weigle (1983d) e, por Wolfert e
colaboradores (1984) cu ainda com macrofagos e células NK (Koo ef a/, 1988). A
concentracio de 8BrGuo em culturas previamente infectadas foi aproximadamente o
dobro das que receberam o fratamento antes da infecgdo. Estes resultados podem
indicar uma prévia ativacdo dos macréfagos, que estariam estimulados e prontos para a
produgdo de composios toxicos assim que fossem infectados. E, ainda, que os
macrofagos tratados posteriormente necessitam de maijor estimulo, portantc dose
maior, para iniciar a producéo destes compostos leishmanicidas uma vez que estariam
previamente inibidos peio parasita (Proudfoct ef a/, 1996; Giorgio ef a/, 1998; Mossalayi
ef af, 1889).

Uma vez comprovada a capacidade imunestimuladora da 8BrGuo in vitro em
macrofagos infectados por amastigotas de L. (L) amazonensis, iniciou-se a
investigacdc sobre o possivel mecanismo da ativagdc e consequentementie da

destruicao dos parasitas. Uma vez que & conhecido o papel do NO na resposia efetiva




contra a infecgao por Leishmania sp {Green ef a/, 1990a) dosamos as concentraces de

nitrito, um dos metabolitos de dxido nitrico, nos sobrenadantes de culturas com os
mesmos protocolos descritos anteriormente (esquemas 1, 2 e 3). Os resultados
mostraram que 8BrGuo ndc provocou alterac@o na produgdo basal de espécies reativas
de nitrogénic, em culturas de macrdfagos ndo infectadas {figura 4), quando comparada
com o grupo controle (figura 4). Mas a 8BrGuo juntamente com o IFN-y mostrou uma
progugac acima da obtida através da ativacio classica de IFN-y + LPS (Green ef &/,
1990b; Bogdan ef a/, 1897).

Com relaggo aos niveis de nifrito nos sobrenadantes das culturas que receberam
o tratamento apds a infeccdo observou-se um perfil semslhante as culturas nao
infectadas (figura 5). Contudo, 0 mesmao nao foi verificado com as culturas previamente
tratadas que apresentaram menor concentracdc de nitrito nos sobrenadantes de
culturas com 8BrGuo e IFN-y em relagéo a ativagdo classica (IFN-y + LPS) (figura 6).

Estes resultados sugerem que 8BrGuc sozinho nao é eficiente na inducdo de
NO, entrelanto, este composto potencializa a acao de INF-y nos experimentos in vitro.
Apesar deste perfii mostrar que os resultados reproduziram outros anteriores, a maior
indagac&o néo foi respondida pois as culturas de macréfagos que receberam 8BrGuo,
apresentaram diminuicao significativa da infeccdo e ndo mostraram aumenic da
concentracao de nitrito nos sobrenadantes.

A resposta poderia estar na producdo de espécies reativas de oxigénio. Ojo-
Amaize e colaboradores (1989/1990) demonstraram aumento do “burst” oxidativo de

macréfagos murinos tratados com derivados mono e bi-substituidos de guanosina.
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Apesar de Scheuer e colaboradores (1985a) descreverem testes in vivo, as
doses utilizadas por estes pesquisadores eram extremamente elevadas, 10 a 25mg de
8BrGuo por animal, equivalendo a 500mgikg a 1250mg/kg. Enquanto Pope e
colaboradores (1994) obtiveram a diminuigdo das dimensdes e do nimero de tumores
pulmonares provocados por células B16 em camundonges, C57BI6J C57BlBI-bglbg,
com 3 doses de 2 ou 3mg de Loxoribine® por animal. Assim, com base nas doses e no
esquema de tratamento descritos per Pope e colaboradores (1994), iniciou-se a fase de
experimentacdo in vivo em animais infectados por amastigotas de L. (L) amazonensis.
Contudo, verificou-se um elevado indice de mortalidade dos camundongos BALB/c
apos os tratamentos e trocou-se pela linhagem CBA/J, mais utilizada nos testes in vivo
com esta familia de compostos (Goodman & Weigle, 1983d; Scheuer ef a/. 1985a; Koo
et af ,1988; Pope et a/, 1993b; Pope et a/, 1994). Em experimentos realizados para
avaliar a resisténcia dos animais ao tratamento com 8BrGuo verificamos que a
inhagem CBA/J é mais resistente ao contrério da linhagem BALB/c. Em seguida
confirmamos a suscetibilidade desta linhagem de camundongos & infecgdo por L. (L.)
amazonensis {figura 8).

Utllizando os mesmos animais tratados, pelas vias sc e ip, testamos a
capacidade do composto em prevenir ¢ desenvolvimento de lesdes decorrentes da
infecg@o posterior ao tratamento. Deste modo, infectamos os animais e acompanhamos
o desenvolvimento das lesGes destes grupos. O grupo que recebeu a 8BrGuo pela via

subcuténea antes da infeccdo, na dose de 100mg.kg’.dia”’, mostrou resultados

gsiatisticamente significativos, dentro dos parédmetros previamenie estabelecidos, o
aumento do edema provocado pela infecgBo e ¢ crescimento das Glceras mostrou-se

mais lento que dos animais pertencentes ao grupo controle (figura 10). O mesmo néo
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foi verificado no tratamento subcutneo apds a infecgdo (figura 13). Este tratamento
ocasionou o aumento das lesbes, possivelmente, devido ac trauma provocado pelas
aplicacbes de 8BrGuc por um periodo longo (esquema 5), na pata j& infectada,
exacerbando a resposta irritativa na pele e conseguentemente a infecgdo. A resposia
positiva dos animais tratados pré-infeccéo pode ser consegiéncia do desenvolvimento
de imunidade destes animais, de forma semelhante a observada por Goodman e
Weigle {1983d) com a admin%stragéo de 8BrGuo antes da inoculagéc de um antigeno,
verificando aumento da resposta imune 2 suspens@o de eritrécitos de cameiro em
camundongos CBA/Ca) e por Scheuer e colaboradores (1985a) ao aumentarem 2
resposia in vivo para antigenos protéicos em camundongos A/l pré-tratados com
8BrGuoc (Scheuer ef al, 1985b). Estes fatos mostram que 8BrGuo é um ativador de
resposta imune humoral primaria (Scheuer ef al, 1985a), induzindo a proliferagcéo de
linfécitos B e aumentando a produgdo de anticorpos especificos (Goodman & Weigle,
1983d). Fedbush & Ballas (1985) também observaram que 8MeGuo, outro composto
derivado por monosubstituicdo da guanosing, tem capacidade de induzir diferenciacéo
de linfocitos T. E, Scheuer e colaboradores (1985b) sugerem que existe um mecanismo
indireto de agao de 8BrGGuo sobre linfécitos T através de macrdfagos.

Fundamentados na solubilidade da 8BrGuo em acidos e bases fortes,
idealizamos © tratamento pela via intragastrica, correspondente ac uso oral de
medicamentos. Supomos a acdo do suco gastrico para diluir o composto e este ser
absorvide pelo frato digestivo, por transporte simples, devido ac seu baixo peso
molecular (Goodman & Weigle, 1983d). Eniretanto, esse tratamento ndo apresentou

qualguer diminuig&o nas lesdes dos camundongoes infectados (figura 12).
UNICAMP
SIRLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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QO tratamento intraperitoneal apresentou facilidades, como a possibilidade de
administrar maior volume de soluggdo e g ulilizacdo de agulhas de maior calibre,
melhorando & acuidade da dosagem oferecida. Scheuer e colasboradores (1985a)
realizaram lestes para avaliar as vias de administracdo e, enire a intraperitonsal,
subcutdnea e oral, a que apresentou melhores respostas acs estimulos foi a
intraperitoneal (Scheuer ef af, 1985a). O mesmo nem sempre foi observado em nNossos
experimentos, visto que o tratamenio pela via sc antes da infeccdo mostrou bons
resultados. Mas ¢ methor resultado obtido até o momenio foi pela via ip apds a infecgéo
{figura 16), com resultados reproduzidos em novo experimento (dados ndo mostrados).

Entretanto, Scheuer e colaboradores (1985a; 1985b) empregaram a
carboximetiicelulose para o preparo de 8BrGue. Uma vez gue ja estavamos utilizando
Tween 80% como componente do tratamento realizamos uma analise iedrica
estabelecendo comparacgdes enire estes dois compostos a fim de compreender a
funcéo de cada um dos adjuvantes. A carboximetilcelulose & utilizada como espessante,
em resinas para tintas, adesives, industria téxtii quanto como colodide protetor e
estabilizante de alimentos (The Merck Index, 1983). A carboximetilcelulose tem uma
variedade de ulilizagbes farmaceéuticas para suspender, adensar € emuisionar, bem
como agente desintegrante e no revestimento de comprimidos; e também como um
ingrediente de protecdo em preparagdes para ulceracbes orais, periorais € estomacais
(Martindale, 1996). Mas nac e utilizada na formulacao de injetaveis, apesar de Scheuer
e colaboradores {1985a) terem-na utilizado nesta apresentacéc.

Na busca de um componente que aumentasse o tempo de absorgéoe de 8BrGuo
guando injetado pela via ip, optou-se pelo Tween 80°. Este composto é um polioxiatil-N-

sorbitan, que contém 70% de acido cléico {Sigma, 2000}, com uma parts da estrutura
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hidrofobica e outra extremidade hidrofilica, tendo assim a capacidade de formar micelas
na presenca de NaOH ou KCOH (Lehninger, 1993). O Tween 80° é utilizado na
composicdo de vacinas como adjuvante (Cox & Coulter, 1997; Donnelly, 1997;
Deliyannis ef a/, 1988} e tem um cusio muilo baixo. Logo apds o primeiro teste da
8BrGuo diluida acrescida de Tween 80 verificamos gue este mantinha o pH mais baixo
(8,0) & apos o acréscimo do HCI ndo ocorreu a precipitacio de 8BrGuo, apenas 2
turvacao do meio, sem precipitacdo do composto.

Uma vez obtide resultados satisfatorios mas, ainda, necessitando averiguar a
mortalidade dos animais investigou-se a acdo da 8BrGuo em orgdos detoxificadores
como figado e rim, bem como qualquer influéncia deste composto sobre o sistema
imunolégico murino. Para tanto, utilizamos animais CBA/J sadios e os tratamos com
doses menores que as letais notadas anteriormente (figura 9). Também preparamos
controles negativo e positivo, isto €, no controle negativo utilizamos animais sadios, 0s
quais nao receberam medicamentos, mas apenas ¢ mesmo veiculo: e como controle
positive os animais sadios receberam Glucantime®, em dose proporcional ao peso dos
camundongos, ¢ qual provoca reacdes adversas, em doses altas, como ja comentado
anteriormente na introducdo. Na dose testada durante esta investigacdo verificamos
que a 8BrGuo n&o causa alteracdes teciduais hepaticas e renais. Foi possivel verificar a
presenga de hemacias nos sinusdides hepéticos dos animais que receberam 8BrGuo e
foram sacrificados 24 horas apoés o tratamentc, mas gue pode ser resultado de artefato
de técnica devido a perfusdo muito répida (figura 17). A presenca de vaclolos nos
hepatocitos dos animais apds 60 dias de fratamento também ndc é significativa,
podendo apenas ser resullade do horaric da ditima alimentacdo deste animal

aspecificamente. Tambeém n&o foi possivel verificar a presenca de eritrdcitos nos cortes




apos 60 dias de tratamento como nos cortes referentes a andlise apds 24 horas. A

avaliaclo do tecido renal dos animais tratados com 8BrGuo ndo apresentou gualquer
alterac@o em 24 horas, nem 60 dias apds o tratamento {figura 18). A andlise dos cortes
de bago nao indicaram alieragbes perceptiveis na microscopia éptica com a coloragao
por hematoxilina e eosina realizada com 24 horas de tratamento. Tampotico apds 60
dias, mostrando n&o ter influéncias tdxicas de efeito prolongado (figuras 19). Quanto a
proliferacéo linfocitaria, os intervalos testados no foram eficientes para verificar esta
a¢ao uma vez que 24 horas é um intervalo curto e 80 dias € um periodo muito longo
para observar este efeito descrito na literatura (Goodman & Weigle, 1981 1983a;
1984a; Wicker ef af, 1987; Goodman, 1988b).

Baseados nestes resultados e interessados em comprovar a inocuidade da
8BrGuo in vivo, realizamos testes bioquimicos com sangue dos animais que receberam
o composto. Para tanto, selecionamos enzimas marcadoras de danos hepético TGP
e, renal _ TGO e creatinina, além do hemograma completo (Fleury, 1996) (tabela II).
Neste experimento, comparando o grupo tratado com o controle, os valores de TGP
indicam que nao ocorreu dano hepético, pois esta enzima estd presente em elevadas
concentragdes em hepatdcitos e, qualquer lesdo nestas células elevariam a sua
concentrag@o no soro dos animais de forma semelhante ac que ocorre durante estados
de ingestéo aicoolica, por exemplo. Os valores de TGO mostram uma discrepancia
entre as amostras. O grupo tratado apresentou um valor mais adequado as taxas
normais desta enzima, enquanto no grupo controle & possivel verificar uma taxa muito
acima da esperada. Este fato deve-se, provaveimente, a hemdlise provocada pels
tecnica utilizada para coleta de sangue dos animais, uma vez gue esta & uma

interferéncia importante. Esta enzima, além de estar presente em tecide muscular
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esqueletico e cardiaco, também estd presente no interior de hemdcias, ocasionando
resultados semelhantes ac mostrado pelo grupo controle (tabela 1i). No hemograma
compieto fol possivel verificar que ndo houve quaisquer alteracBes na taxa de
hemoglobina e os percentuais de tipos celulares da linhagem branca mostraram-se
semelhantes {labela lh.

Assim, a 8BriGuo tem a capacidade de estimular macrdfagos e células NK in vitro
(Goodman, 1988; Koo ef al, 1988;0jo-Amaize ef af, 1989/1990), induzir a proliferacéo
de linfécitos B e a producdo de anticorpos in vitro (Dosch ef al, 1988; Wicker af al 1987,
Tosi ef a/, 1997) e in vivo (Scheuer ef &/, 1985a), aumenta a capacidade de resposta do
sistema imunologico em camundongos imunodeficientes {Goodman & Weigle, 1983d:
1885a) ou ainda restabelece a capacidade de resposta imune em camundongos
previamente tolerizados por HGG {gama globulina humana) (Scheuer ef a/, 1985b). A
citotoxicidade em linfocitos T também € induzida por 8MeGuo (Feldbush & Balias,
1985).

Os resultados apresentados nesta tese indicam que 8BrGuo foi capaz de diminuir
nao so as dimensdes das lesSes como também retardar o aparecimento de Ulceras nas
patas infectadas, sem causar alteracOes teciduais em tecidos detoxificadores, comec
figado e rim, geralmente os primeiros afetados por medicamentos. £ necessério
investigar o mecanismo de acdo de 8BrGuo no tratamento da infeccéo por L. (L)
amazonensis, in vivo e, assim, sugerir a possibilidade de utilizacdo de 8BrGuc no

tratamenio da ieishmaniose.
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ConNcLUSOES

» 8BrGuo diminui a infecgdo por L. (L.} amazonensis em cultura promaria de
macrofagos murinos por via diferente da producdo de espécies reativas de
ritrogénio.

¢ Alinhagem de camundongos CBA/J é suscetivel a L. (L) amazonensis.

e A melhor via para aplicagdo de 8BrGuo para o tratamento de camundongos
infectados com L. (L.} amazonensis é a intraperitoneal.

» O Tween 80° & um adjuvante no tratamento da leishmaniose murina com 8BrGuc.

» A 8BrGuo e eficiente no tratamento de lesdes cutaneas provocadas por L. (L)

amazonensis em camundongos CBA/J.
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