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Resumo

As infecgbes, em geral, provocam mudangas na pressio parcial de oxigénio
tornando o microambiente tecidual hipoxico (oxigenagio diminuida). O fluxo sangiiineo
alterado, a isquemia e a proliferagdo de células e microrganismos infectantes sfo alguns dos
fatores responsaveis pela hipoxia associada as infecgdes. Os macrofagos se adaptam a
ambientes hip6xicos, alterando o metabolismo, a produgéio de linfocinas pro-inflamatérias e
as atividades exo, endo e fagociticas. A lesdo causada pelo parasita Leishmania
amazonensis tem as caracteristicas que levam a hipoxia tecidual, como a presenca de um
grande namero de amastigotas em divisZo, a migrago de células inflamatorias, as infecgbes
secundarias com bacténas aerobicas e anaerobicas e as mudangas no fluxo sangiineo
tecidual. Assim, analisamos neste trabalho o papel da hipéxia no modelo in vitro da
infecgdo com L. amazonensis e investigamos os possiveis mecanismos de reversdo deste
ambiente na evolugdo da lesfio na leishmaniose murina, utilizando a terapia com oxigénio
hiperbarico.

A cultura de macrofagos J774 incubada com amastigotas em ambiente hipoxico
(5% de O2) apresentou diminui¢do da porcentagem de células infectadas quando comparada
ao controle normoxico, mas manteve o mesmo percentual de infecgdo ao ser ativada com
gIFN e LPS e ndo apresentou na produgdo de mitrito. O tratamento com oxigénio
hiperbarico em formas promastigotas e amastigotas inibiu o crescimento e a diferenciacdo
celular. Camundongos BALB/c tratados com oxigénio hiperbarico (1h/dia, 2,5 ATA e
100% de O;) mostraram uma significativa diminuigio do tamanho da lesdo. Houve

diminui¢do do processo edematoso e conseqiiente melhora do fluxo sangiiineo local, mas
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ocasionou um precoce comprometimento sistémico com diminuigdo da sobrevida dos
camundongos tratados.

Concluimos que a hipéxia é um importante estimulador/ativador de macrofagos ¢
que a restrigo de O, resulta em uma produgio deficiente de nitrito, mas ndo impede que as
células restrinjam a infeccio com L. amazonensis. Os mecanismos pelos quais o©s
macrofagos matam os amastigotas ndo sdo ainda conhecidos, mas podemos sugerir uma
agdo independente de NO, como, por exemplo, o aumento da atividade lisossomal.
Sugerimos também que a HBO favoreceu a metastase, apesar da significativa melhora no
fluxo sangiiineo da area lesionada, propiciandc futuros estudos sobre o efeito adjuvante do
oxigénio hiperbarico com drogas anti~parasitarias no modelo murino da leishmaniose ¢ de

outros parasitas.
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Abstract

Infections can cause the formation of hypoxic areas (low PO;). The altered blood
flow, isquemia, cell proliferation and the presence of microorganisms causes hypoxia in
injured tissues.

Macrophages adapt to the presence of hypoxia and alter their metabolism, pro-
inflammatory lymphokines production and phagocytosis activity. Lesions induced by
Leishmarnia amazonensis are characterized by a large number of amastigotes, inflammatory
cells migration, secondary infection with anaerobic and aerobic bacteria and altered tissue
blood flow which can cause chronic areas of hypoxia. We have analyzed the effect of
hypoxia on L. amazonensis in vifro and in vivo models and also studied the effect of
hyperbaric therapy on murine leishmaniasis. The murine J774 macrophages cultures
infected with L. amazonensis amastigotes under hypoxic conditions (5% O,) showed a
decrease in the number of infected cells compared with cell cultures infected in normoxia
(21% O,). However macrophage cultures activated with gamma-interferon and bacterial
lipopolisaccharides showed the same percentage of infected celis compared with non-
stimulated macrophages in hypoxia and, no significant nitrite production.

Hyperbaric treatment inhibited the growth and differentiation of L. amazonensis
promastigotes and amastigotes. In addition BALB/c mice infected with L. amazorensis and
treated with hyperbaric therapy (1 hour/day, 2.5 ATA, 100% O;) showed a significant
decrease of lesions size. We also observed a decreased of the edematous process, an

improvement of local blood flow, and early metastasis.
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Taken together our results provided evidences that hypoxia is an important
stimulator/activator factor for L. amazonensis killing macrophages and also that hyperbaric

therapy can be tested as an adjuvant therapy with anti-leishmanial drugs.
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gIFN Interferon gama
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Introducgéo

1. Introducio

1.1. Aspectos gerais da leishmaniose

Parasitos do género Leishmania foram descritos primeiramente por Cunnigham em
1885 e, posteriormente, por Leishman em 1900 ¢ Donovan em 1903. A leishmaniose €
endémica em regides tropicais da Afiica, Américas, no subcontinente indiano,
Mediterraneo e no sudoeste da regifio asidtica (HANDMAN, 2000).

O numero global de individuos infectados, segundo estimativas da Organizacio
Mundial de Saude (WHO), é de 12 milhdes, de uma populagic de 350 milhdes vivendo em
areas endémicas; ha cerca de 3 milhSes de casos clinicos. Qutro fato significante em
relagio a leishmaniose € a reativagio de infecgBes subclinicas assintomaticas em individuos
com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (www.who.int). No Brasil estima-se o
aparecimento de 20.000 a 40.000 casos clinicos por ano.

A Leishmania, um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae, apresenta
duas formas em seu ciclo evolutivo: promastigotas que se desenvolvem no hospedeiro
invertebrado e amastigotas que vivem em fagolisosomas de macrofagos do hospedeiro
vertebrado. Os hospedeiros invertebrados sio insetos da ordem Diptera, dos géneros
Phlebotomus (velho mundo) e Lurzomyia (novo mundo) e os hospedeiros vertebrados sido
os mamiferos, incluindo ¢ homem.

No inseto vetor a Leishmania € parasita extracelular de forma alongada e flagelada
(promastigotas) que multiplica-se por divis@o binaria no intestino médio. Existe a formacg3o
de estagios infectantes, chamados de promastigotas metaciclicos que migram para a

proboscide do flebdtomo e no momento do repasto sangiineo s3o inoculados no tecido
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Introdugio

celular subcutdneo do hospedeiro vertebrado. No hospedeiro vertebrado s3o fagocitados por
maerofagos presentes no tecido (histiocitos). Em seguida os promastigotas transformam-se
em amastigotas, que possuem forma arredondada, sem flagelo. Os amastigotas
multiplicam-se por divisio binaria dentro do fagolisosoma até romper o histibeito
infectando novas células, mantendo assim a infecgBo. Durante o repasto sangiiineo o inseto
vetor pode ingerir macrofagos contendo amastigotas, que no seu intestino vdo se
transformar em formas promastigotas fechando o ciclo evolutivo do parasita (HANDMAN,
2001).

As leishmanioses apresentamn ampla variedade de manifestacBes clinicas, desde
lesbes cutdneas de evolugdo benigna até lesdes metastdsicas viscerais que geralmente sdo
fatais se ndo tratadas. Essas variagles clinicas dependem principalmente da espécie do
parasito e da susceptibilidade do hospedeiro (HERWALDT, 1999, HANDMAN , 2000).

O parasita utilizado nesse estudo, a L. amazonensis, causa geralmente lesdes
ulceradas dnicas que respondem bem ao tratamento e podem curar-se espontaneamente.
Contudo, cerca de 30% dos pacientes exibern a forma cutinea difusa que se caracteriza pelo
aparecimento de nddulos no rosto ¢ membros, com abundincia de macréfagos infectados,
auséncia de linféeitos e focos necrdticos. Os pacientes néio respondem ao teste cutineo com
leshmanina (teste de Montenegro), sendo baixa a capacidade de proliferagiio “in vifro” de
seus linfocitos na presenga de antigenos do parasita. Ndo ha cura esponténea € a resisténcia
ao tratamento € comum (GRIMALDI & TESH, 1993).

O controle das leishmanioses esbarra no fato dela ser uma zoonose, sendo os
animais silvestres e domésticos potenciais reservatérios do parasita. O combate ao
flebétomo também tem gerado muutas dificuldades no que tange o crescimento urbano

desordenado (HANDMAN, 2000). A resisténcia 2 drogas {(antimoniais pentavalentes, como
2




Introdugio

o glucantime) utilizados tradicionalmente na terapia contra as leishmanioses, aliada aos
efeitos colaterais destes compostos fazem com que alternativas ao tratamento sejam

estudadas (HERWAI DT, 1999).

1.2. Aspectos da patologia das lesGes cutiineas

Apés a moculagiio de promastigotas, a fagocitose pelos histiocitos e a transformacgo
em amastigotas a infec¢io tende a manter-se, e na persisténcia do parasita, o infiltrado
linfocitico perivascular inicial ¢ substituido por macréfagos. Os macréfagos infectados
acumulam-se, € essa agregacdo microscopica circundada por um colar de linfocitos &
definida como uma organizacio granulomatosa.

WEIGLE & SARAVIA (1996) avaliaram 221 lesSes cutdneas causadas por
Leishmania(Viannia), e observaram abundéncia de linfécitos, histidcitos, e granulomas. Na
tipica escara leishmaniética com alta freqiiéncia de cura, observam-se poucos amastigotas e
abundincia de células gigantes e células epitelidides. Nestas lesdes que curam-se ha
completa re-epitelizagdo, acompanhada de fibrose e uma marcada reducio do infiltrado
inflamatorio (BIDDLESTONE ez al., 1994). Em contraste, quando ocorre linfoadenopatia o
padrdo histologico envolve a proliferagiio parasitria, com predominio de amastigotas, e
menos freqiientemente a presenga de células gigantes e epitelidides (WEIGLE &
SARAVIA, 1996).

Nas leishmanioses cuténeas causadas por L. braziliensis ou por L. amazonensis a
inflamacéo ativa (migragdo de células mononucleares), a destrui¢io tecidual (induzida por
células inflamatérias) e as tentativas de reparagdo tecidual (proliferagio de pequenos vasos

sangiiineos) ocorrem simultaneamente (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Em lesBes cutineas
3
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cronicas de cura mais lenta, amastigotas nos macréfagos e o infiltrado ‘inﬂamatc')ﬁe levam a
formagiio de um nédulo dérmico que se expande formando uma é4rea de necrose central.
Essas lesdes sdo extensas ¢ de manifestacSes clinicas diversas, com aumento da morbidade,
facilmente confundidas com doengas crdnicas de pele como a psoriase, 0s eczemas, a
varicela e os carcinomas de pele (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Na leishmaniose cutinea
difusa causada pela L. amazonensis observa-se o aparecimento de nodulos no rosto e
membros, com abundéncia de macrofagos infectados, auséncia de linfocitos, e formagdo de
granulomas e focos necréticos (GRIMALDI & TESH, 1993; WEIGLE & SARAVIA,
1996).

Assim, podemos concluir que o processo de infecgdo, fagocitose e multiplicac@io da
Leishmania, a inflamagdo crénica com infiltrado celular momonuclear e a formacgdo de
granuloma, com conseqiiente dificuldade de perfuso local (isquemia), leva ao

estabelecimento de uma hipdxia local (diminuigdo do aporte de oxigénio).

1.3. Resposta imune do hospedeiro

A extensdo e a gravidade da leishmaniose sdo limitadas & capacidade de macrofagos
se ativarem e produzirem compostos toxicos ao parasita. Tanto o modelo in vifro
(macrofagos cultivados, infectados com as formas promastigotas ou amastigotas), como o
sistema in vivo (linhagens murinas isogénicas) tém se mostrado ferramentas muito Uteis
para os estudos imunologicos, patologicos e bioquimicos (ALEXANDER et al., 1999,
HANDMAN, 2000; SOLBACH & LASKAY, 2000). Utilizando-se camundongos
infectados com L. major e L. amazonensis, diversos mecanismos de susceptibilidade e

resisténcia foram descritos. Por exemplo, a estimulacio de linfocitos T CD4 (Thl), as
4




Introducio

linfocinas ativadoras de macrofagos (IFNg e IL12) e os de intermediarios reativos de
nitrogénio (expressdio da enzima INOS) produzidos por macrofagos ativados e toxicas ao
parasita sio os principais componentes da resposta imune em camundongos resistentes a
esses parasitas (CS57BL/6) (AUGUSTO et al, 1996; SOLBACH & LASKAY, 2000). Por
outro lado, respostas imune do tipo Th2, com produgdo das linfocinas TGF, IL-4, e IL-10
estio envolvidas na susceptibilidade de camundongos a L. amazonensis (BALB/c)
{SOLBACH & LASKAY, 2000).

A L. amazonensis, a espécie que utilizamos em nossos estudos, provoca lesdes cutineas
em linhagens murinas susceptiveis, caracterizadas por um grande niimero de amastigotas
em divisic e migracfio de células inflamatérias (MCELRATH et al., 1987), infeccdes
secundarias com bactérias aerébicas e anaerdbicas ¢ mudangas no fluxo sangiiineo tecidual
(EL-ON et al., 1992; GIORGIO et al., 1998), que devem resultar em isquemia local e
hipoxia. Alguns estudos, realizados em sistema in vifro, tém mostrado que macrofafos
sofrem mudangas apos a infec¢fio, como por exemplo, o aumento da resisténcia a apoptose,
a diminuigdo da expressio de moléculas de MHC e a inibigdo da produgio de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio (OVERATH & AEBISCHER, 1999),
como seria discutido no item 1.5 dessa introducdo. Entretanto, as avaliagdes destes
pardmetros em celulas infectadas cultivadas em baixa pO,, situagio que deve ocorrer nas
lesbes, ndo foram realizadas. Como também nio foi avaliado se assim como os macrofagos
normais, que em hipoxia alteram o seu metabolismo, a producio de citocinas, de proteinas
de choque térmico e da enzima iINOS, e as suas atividades fagociticas (ver itens 1.4 e 1.5),

os macrofagos infectados, cultivados em baixa pO,, sofrem as mesmas alteragdes.
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1.4. Relevincia fisiologica da hipéxia

Em tecidos normais, a tensio de oxigénio ou pressdo parcial de oxigénio (pO;),
varia de 20 a 70 mmHg (2,5% a 9% de Oy). Em tecido cutineo, por exemplo, a p0; ¢ de
50-60 mmHg, no figado a pO; venosa estd entre 30-35 mmHg (4-5% O;) e em tecido
muscular é aproximadamente 25 mmHg (LEWIS et al, 1999, ZHOU e af, 2000). Em
varias patologias observam-se periodos prolongados de reduzido fluxo sangiiineo,
vasoconstrigdo e proliferagio celular, resultando em queda acentuada da pO. tecidual. A
perfusio deficiente causa a formagiio de microambientes hipoxicos, caracteristicos de
neoplasias, arteriosclerose, fraturas Osseas, artrite reumatoide e reagdes inflamatdrias em
geral (NIINIKOSKI & HUNT, 1972; HUNT et al, 1994, LEWIS ef al., 1999). Por
exemplo, em tecido dérmico lesado experimentalmente, as medidas de pO; indicaram
gradientes hipoxicos de 5-28 mmHg com a area central da lesdo, composta de fibrina,
plasma, infiltrado leucocitario e tecido conectivo apresentando os niveis mais baixos de
pO2, (REMENSNYDER & MAJNO, 1968). A presenca de hipoxia nessas lesdes tem sido
relacionada a indugdio de citocinas angiogénicas e a sintese de proteinas da matriz
extracelular.  Recentemente, HARRON er al, (2000) utilizando técnicas
imunohistoquimicas avaliaram as relagdes espaciais ¢ temporais da hipoxia em células de
tecido cutdneo lesado. Os resultados mostraram uma relagio positiva entre a presenca de
granulomas, de proliferagdo celular ¢ de hipoxia (< 10 mmHg) em fase tardia pos incisio
experimental. Tais dados sugerem que o remodelamento tecidual e a apoptose detectadas

apos o periodo de hipodxia seriam estimulados pela reduzida oxigenac3o tecidual.
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Apesar da hipoxia ter sido, por muito tempo, relacionada a efeitos deletérios, como
inibicio da proliferagio e morte celular, estudos recentes tém demonstrado que as
alteracdes na pO, sdo fisiologicamente importantes. As respostas celulares a hipoxia variam
de mudangas nos fluxos de ions na membrana plasmaética e alteragbes na proliferacdo a
indugdio de genes especificos e apoptose (YUN ez al., 1997, LEWIS ez al., 1999).

O estudo dos efeitos celulares da hipéxia, definida como um sinal ou estimulc
metabdlico, ¢ recente. Muitas informagOes sfo necessarias para a compreensdo das
respostas das células a este estimulo ambiental, como por exemplo, a modulagio da
densidade celular, a ex;ﬁresséo de receptores, ¢ a transducfo de sinais. As adaptacdes que as
células sofrem durante a hipoxia ocorrem em periodos de infecgdo quando ha mudancas
microambientais como, a disponibilidade de oxigénio e a acidose. As células do sistema

imune, presentes nestas condicSes, sdo influenciadas por estas mudangas.
1.5. Efeitos da hipéxia em neutréfilos e macrofagos

Durante as infecgbes ocorrem reagdes mflamatoérias nos tecidos lesados, isto €, ha
um acumulo de células do sistema imune como as células polimorfonucleares, os
macrofagos e os linfocitos. Nesses focos teciduais, como ja discutido anteriormente, a pO:
¢é reduzida devido ao rompimento de vasos sangiiineos, perfusio deficiente e proliferacéo
celular. Os neutrofilos, por exemplo, sdo células pré-adaptadas a hipoxia porque possuem
um numero reduzido de mitocdndrias e grande parte de sua energia € obtida por
anaercbiose (BABIOR, 1984). Estas células em cultura, mantidas em hipoxia, sobrevivem
por mais tempo que os mesmos neutrofilos em normoxia (HANNAH er al., 1993).

Acredita-se que os periodos prolongados em que neutréfilos sio observados em focos
4
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inflamatorios,  situagdo que agrava a destruigio tecidual, podem ser explicados pela
resisténcia desta célula a hipdxia (HANNAH ez ol , 1995, LEWIS eral., 1999).

Os macréfagos acumulam-se no centro ou nas adjacéncias de areas hipoxicas e
pouco vascularizadas de tecidos lesados (LEWIS er al, 1999), como por exemplo em
tecido cerebral com oclusfo vascular ocorrida durante maldria em macacos Rhesus
(IBIWOYE ef al., 1993). Ha vérios efeitos da hipoxia nas fungBes de macrofagos, Mas,
diferente dos neutréfilos que sdio pré-adaptados a pO; reduzida, os macrofagos precisam
adaptar suas atividades metabolicas & esta condi¢io (LEWIS er al, 1999). A exposi¢io de
macréfagos alveolares a um periodo crénico de hipdxia (96 horas), por exemplo, reduziu a
atividade da citocromo oxidase, uma enzima envolvida na fosforilagio oxidativa, e
aumentou a atividade da piruvato kinase e de outras enzimas glicoliticas (BUTTERICICK
et al., 1981). Estas observagbes sugerem que macrofagos se adaptam & falta de oxigénio,
alterando seu metabolismo para vias glicoliticas anaerdbias para a produgio de ATP,
semelhante as c€lulas tumorais sob condigdes de pO, reduzida (LEWIS er al, 1999).
Apesar de macrofagos se adaptarem & hipoxia obtendo energia para algumas funcBes, estas
células necessitam de oxigénio para o “burst” respiratério e para a regulagio do pH
intravacuolar a niveis Otimos para a atividade das enzimas lhisossomais (BABIOR, 1984).
Assim, a falta de oxigénio para a realizacio destas atividades pode explicar, em parte, os
estudos relacionando hipéxia a inibigdo da fagocitose. Os macréfagos alveolares e as
células de Kupfler expostas a hipoxia in vitro ¢ in situ mostraram capacidade reduzida para
fagocitar particulas de poliestireno e carbono coloidal (SIMON et al., 1981; TE KOPPELE
et al., 1991). Em um outro estudo sobre a adaptagio de macrofagos alveolares a hipoxia,

LEEPER-WOODFORD & MILLS, (1992) avaliaram alguns parimetros como aderéncia,

concentracdo de ATP e viabilidade. Nestes experimentos, apesar das células em hipoxia
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apresentarem indices fagociticos reduzidos para hemacias fixadas, eram viaveis, aderentes,
tinham a capacidade de recuperar sua func#o fagocitica e de aumentar a produgio de ATP
aos niveis normais, quando cultivadas novamente em ambiente normoéxico. Um efeito
interessante da hipbxia na retencio de particulas € a descrigio de que macréfagos que
fagocitaram hemacias em ambiente normoéxico € depois foram cultivados em pO; reduzida
apresentavam as hemacias em sua superficie, sugerindo um processo de exocitose
(LEEPER-WOODFORD & MILLS, 1992). De fato, varios autores sugerem que os efeitos
dos baixos niveis de pO; tais como, a produgo de energia deficiente, as rapidas mudangas
nas concentragdes de ATP, os niveis elevados de Ca™ e a disfuncio da membrana celular
sd0 os responsaveis pela exocitose que ocorre durante a hipoxia (CHEUNG ef al., 1986;
LEEPER-WOODFORD & MILLS, 1992). A relevincia destes resultados e dos
mecanismos propostos ndo foram relacionados ao contexto de infecgdes, mas podemos
supor que a liberagdo de microrganismos fagocitados ou a exocitose de material antigénico,
durante a hipoxia tornariam os macrofagos ineficientes no “clearence™ de patogenos e
poderiam influenciar no curso da infeccdo.

A resposta de macrofagos a pOaz reduzida € a produgio de vanas linfocinas pro-
inflamatorias e de fatores quimiotaticos, como IL1, TNF, IL6, IL8 e MIP {macrophage
inflammatory protein 1 alpha). Os dados foram obtidos com culturas primarias de
mondcitos humanos, macrofagos murinos e linhagens celulares, na maioria pré- ou pGs-
tratadas com lipopolissacarideos (SCANNELL er al, 1993; WEST ef al, 1994
VANOTTEREN ef al., 1995, ALBINA et al., 1995, LEEPER-WOODFORD & DETMER,
1999). ALBINA et al., (1995) mostraramn que, apesar da supressio da sintese de oxido
nitrico (NO) devido a falta de um dos substratos, o oxigénio, macréfagos em hipdxia tém

aumentados: o metabolismo da arginina, a atividade arginase e a produciio da enzima
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iNOS. Os autores sugerem que a hipoxia, se transitéria, deve “primar” macréfagos, e que
durante a reoxigenaco estas células responderiam mais eficientemente a0s estimulos
externos. A relevancia dessas observagBes para situagdes de infecgdes nio foram
examinadas.

Os dados aqui resumidos permitem concluir que a hipéxia é uma situagio a que os
macrofagos se adaptam, alterando o seu metabolismo, a producio de linfocinas pro-
inflamatorias, de proteinas de choque térmico e da enzima INOS e as atividades exociticas,
endociticas e fagociticas. As observa¢bes de que as respostas de macrofagos a hipéxia sdo
mais exacerbadas na presenca de LPS, mostram a importincia dos co-estimulos e
principalmente de moléculas de patdgenos para a adaptagdo. Sendo assim, a anilise do
comportamento de macrofagos em hipoxia durante infecgdes, como a leishmaniose, ¢
importante para avaliar a relevincia dos mecanismos aqui discutidos no desenvolvimento

de terapias.

1.6.Oxigenacio hiperbarica

A terapia com oxigénio hiperbarico, ¢ definida como o tratamento em que o
individuo respira 100% de oxigénio (O2) a uma pressio ambiental de pelo menos 1,4
Atmosferas absolutas. O primeiro relato data do século XV, quando era usado para tratar
doengas respiratOrias. Por algum tempo sua aplicagio perdeu o suporte cientifico, mas
desde a segunda metade do século XX, muitas publicagbes cientificas recuperaram a
credibilidade desta terapia (BURAS ef al., 2000). A terapia com HBO é regida basicamente
por trés leis fisicas, a Lei de Henry: “A quantidade de gas que se dissolve num meio

liquido, a uma determinada temperatura, ¢ diretamente proporcional 4 pressdo do gas sobre
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o liquido”, a Lei de Dalton: “A pressfio exercida por uma mistura de gases € igual a soma
das pressdes parciais de cada gas na mistura”, e a Lei de Boyle-Marriotti: “Se a temperatura
for constante, ¢ volume do gas varia inversamente com a pressio absoluta do sistema”. Os
efeitos benéficos sfio a amphiagio de cura de Ulceras, o aumento da capacidade bactericida
de neutréfilos, o efeito direto toxico contra alguns microorganismos, a vasoconstrigdo
arteriolar com subseqliente reducio de edema e a diminuicio da lesio isquémica.
Atualmente hé treze condighes patologicas acettas pelo Conselho Federal de Medicina no
Brasil, que segue as determinagdes da Sociedade Americana de Medicina Hiperbarica
(Undersea and Hyperbaric Medical Society ~ www . uhms.org) para o tratamento em cimara
hiperbarica (HBO) e outras patologias ainda sob investigagio (GARCIA-COVARRUBIAS
& CUAUHTEMOC SANCHEZ-RODRIGUEZ, 2000). A micnecrose e as necroses 0sseas
estdo entre as indicagbes de tratamento. O oxigénio hiperbarico promove a oxigenagio
tecidual e estimula a cicatrizagio da tilcera. Apesar da producio de metabolitos reativos de
oxigénio estar associada com reagdes contrarias & exposicio ao oxigénio hiperbarico,
alguns efeitos benéficos desta terapia podem ser também associados com a produgio de
superoxido e/ou peréxido de hidrogénio, como por exemplo o efeito bactericida (HINK &
JANSEN, 2001). A celucidagioc dos mecanismos farmacoldgicos e biaquirnicos é
fundamental para a exploragio do potencial terapéutico do oxigénio hiperbarico.

O uso ractonal da HBO, baseia-se no fato de que tecidos infectados ou lesados
apresentam micro areas hipdxicas que se expandem devido a perfusio deficiente (isquemia)
e ao aumento do consumo de O por células e microorganismos infectantes em
proliferagiio. A HBO eleva os niveis sistémicos e locais de O, necessarios para produgio de

ATP, a sintese de proteinas e a produgio de espécies reativas das quais o Oz é o substrato.
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A HBO também induz a migraco de fibroblastos e a produgio e hidroxilacio de colageno
nos tecidos lesados, aumentando a cicatrizacio (CLARK & MOON, 1999),

O aumento da concentraciic de Oz € tOxico para varios parasitas Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica ¢ Pneumocystis carinii (GILLIN & DIAMOND, 1981; PESANTI,
1984). No caso de Schistosoma mansoni, como 0s niveis de enzimas antioxidantes variam
nos estagios de desenvolvimento do parasita, observou-se que as formas adultas, que
apresentam niveis altos de SOD e glutationas comparados s formas imaturas e aos ovos,
sdo mais resistentes a hiperoxia (MKOIJI ez al., 1988; NARE ef al., 1990).

Em estudos clinicos, o tratamento com HBO (adjuvante na terapia com anfotericina
B) em pacientes com infec¢dio por Candida albicans resultou em erradicagiio do fungo e
melhora dos sintomas (COUCH e al, 1988). Varios antibioticos, fungicidas e drogas
antiparasitarias, principalmente os nitrocompostos, tém atividade aumentada in viro e in
vivo em ambiente hiperéxico e HBO (PARK et al., 1992).

A Leishmania, apesar de possuir defesas antioxidantes, tais como a expressio de
SOD, catalase, glutationa peroxidase, e TSA (thio-specific antioxidant protein) (WEBB et
al., 1998) ¢ lisada por intermediarios reativos de oxigénio (AUGUSTO et al, 1996) ¢ é
mais susceptivel, na forma promastigota, a anfotericina B quando em ambiente hiperéxico
(MUHVICH er al., 1993). MUHVICH ez a/, (1993), entretanto, ndo analisaram os efeitos
em amastigotas ou em celulas infectadas (os dois sistemas in vitro similares ao encontrado
em lesdes).

Assim, o efeito adjuvante de HBO na a¢io de drogas {nitrocompostos), o efeito
positivo no tratamento de infecgbes por bactérias e fungos, a observagio de poucos efeitos

toxicos em pacientes, animais e células, e a susceptibilidade de Leishmania a reativos
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intermediarios de oxigénio, sdo os principais fatores que sugerem uma atividade terapéutica

da-oxigenagdo hiperbérica nessa parasitose.
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Objetivo

2. Objetivos

Analisar o papel da hipoxia no modelo in virro da infecglo com L. amazonensis e

investigar os possiveis mecanismos de reversio deste ambiente na evolugio da lesdo na

leishmaniose murina, utilizando oxigénio hiperbarico.

Especificamente pretendemos:

a)

b)

d)

Avaliar se os macréfagos murinos em ambiente hipéxico apresentam
susceptibilidade/resisténcia diversa daquela observada em normoxia & infecgio
com L. amazonensis.

Analisar se os macrofagos mantidos em hipéxia apresentam mudancas
funcionais diversas daquelas de macréfagos infectados em normoxia, isto &,
respostas leishmanicidas apds tratamento com a linfocina gIFN e o LPS ¢ a
produgdo de nitrito.

Analisar os efeitos do tratamento com oxigénio hiperbarico em ambos os
estagios de vida de L. amazonensis (amastigotas e promastigotas), e a atividade
leishmanicida do glucantime, a droga de primeira linha usada contra a
leishmaniose, em condigGes hiperbaricas.

Avaliar se a reperfusio da 4rea isquémica, através da terapia com oxigénio
hiperbarico, aumenta a resisténcia de macrofagos a infecgiio por L. amazonensis

e altera o curso da infecgdo em camundongos, de linhagem susceptivel
(BALB/c).
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3. Materiais e Métodos

Lista de compostos utilizados e suas procedéncias:

Bicarbonato de s06dio

Glucantime

HEPES

L-Glutamina

LPS

Meic RPMI 1640

Penicilina ¢ Estreptomnicina

Reagente de Gries

SFB inativado

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

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

CultiLAb, Campinas, SP, Brasil
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3.1. Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas com idade entre 6 e 12
semanas, SPF (Specific Patogen Free), fornecidos pelo Centro Multi-Institucional de
Bioterismo - CEMIB/UNICAMP foram mantidos na Biotéric do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas durante o

decorrer dos experimentos.

3.2 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado nas culturas de parasitas e células foi o RPMI 1640
suplementado com 10% SFB inativado, 20 mM de bicarbonato de sodio, 10 mM de tampio
HEPES, 100 ULl/ml de penicilina ¢ 100 Ul/ml de estreptomicina e L-glutamina (meio

RPMI).

3.3. Obtencio e manutenciio de Leishmania amazonensis

O parasita utilizado neste trabalho foi a L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269).

As formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através da
inoculagio via subcutinea de 2 x 10° parasitas no coxim plantar de uma das patas traseiras.
Os amastigotas foram retirados de lesSes desenvolvidas nas patas desses animais. Os

camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, a pata infectada foi retirada e
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o tecido raspado com bisturi em solug@o salina com penicilina e estreptomicina. A
suspens@o obtida foi filtrada em gaze estéril para retirada de residuos (protocolo adaptado
de CANTOS er ai., 1993). O namero de amastigotas foi contado em cémara de Neubauer.
Para a diferenciacio em promastigotas, frascos de cultura com amastigotas em meio
RPMI eram mantidos em estufz seca com temperatura de 26 a 28°C. Apds 2 a 3 dias
ocormia a diferenciacdo. As formas promastigotas foram mantidas em meio RPMI, em
estufa seca a temperatura de 26 a 28° C no Laboratdrio de Leishmaniose do Departamento

de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

3.4. A linhagem celular murina J774

Os macrofagos da linhagem 1774 (RALPH & NAKOINZ, 1977) foram cultivados
no laboratério nas condi¢des descritas por LINARES er al, 2000. Resumidamente, as
células foram cultivadas em meio RPMI 1640, em frascos plasticos de 25 ou 75 cm?,

mantidas em estufa a 5% CO;, Oz atmosférico a 37°C e repicadas a cada 7 dias.

3.5. Ambiente Hipoxico

O ambiente hipéxico foi estabelecido com a lavagem de uma cdmara incubadora
marca (Billups-Rothenberg, modelo MIC 101) utilizando-se uma mistura gasosa padrio
primario (White Martins - Campinas) com 2% de Oxigénio, 5% CO; e balanceada com
Nitrogénio, pelo periodo de 15 minutos. Em seguida, as mangueiras de entrada e safda de

gas eram fechadas ¢ a cimara mantida em estufa incubadora & 37° C.
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Para aferir o grau de hipoxia dentro da cdmara foi utilizado um analisador de gas
(testoryt/confor), com uma solugiio absorvente de oxigénio (Oxsorbent - EUA). Apds a
lavagem da cAmara, a entrada de gas foi fechada e a sajda foi acoplada 4 extremidade do
analisador. Por meio de compresséo de umma péra acionada por 18 vezes sucessivas, o ar de
dentro da cimara entrou em contatc com z solugio absorvente dentro do analisador e
depois de homogeneizada a solugiio, mediu-se a concentracio de O, que, em nossos

experimentos, fo1 de 5%.

3.6. Infecciio das culturas de macréfagos J774 com Leishmania amazonensis

Foram feitos experimentos iniciais de padroniza¢do (tempo e namero de parasitas),
em placas de 24 pogos (Costar, Corning, Falcon ou Nunc), contendo laminulas redondas de
13 mm de didmetro (GlassTecnica). A densidade de macrofagos foi ajustada para 10°
células/ml. Os macréfagos J774 mantidos em hipdxia, ou imediatamente ap6s um periodo
hipoxico, foram infectados com amastigotas, durante 24 horas em diferentes proporgdes
(parasitas:célula). Apés esse periodo, as laminulas com os macrofagos aderidos e
infectados foram fixadas em metanol (10 min) e coradas com Giemsa (10 min) (GIORGIO
& BARAQ, 1998) . O niimero de células, de parasitas ¢ a porcentagem de infecgio foram

avaliados em microscépio optico. Todos experimentos foram realizados em triplicata.
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3.7. Ativacio das culturas de macrofagos J774 com gIFN e LPS

Para analisar a capacidade funcional dos macréfagos mantidos em norméxia ou
hipéxia e infectados com Leishmania amazonensis, utilizamos os ativadores gIFN ¢ LPS. As
culturas de macréfagos J774 foram imcubadas nas condiges descritas no item 3.5 com a
linfocina glFN (2500 ng/mi) e LPS (100 ng/ml) durante 8 horas. Apds a lavagem das placas
de cultura com meio RPMI, as células nas laminulas eram infectadas, fixadas e coradas como

descrito no item 3.6.
3.8. Anilise da producio de nitrito

Macréfagos J774 foram cultivados em meio RPMI e a concentragio foi ajustada
para 10° células/ml. Os sobrenadantes de culturas celulares (ativadas ou ndo com gINF e
LPS) em ambiente hipoxico ou normoéxico foram coletados em diferentes tempos (24 h, 48
h) e congelados a —20°C. A producgio de oxido nitrico foi dosada indiretamente através da
concentragio de seu metabdlito no meio de cultura (nitrito), pelo método de Gries (GREEN
et al., 1984). Resumidamente, os sobrenadantes foram descongelados, o volume de 100 ul
foi colocado em placas de 96 pogos (Costar ou Nunc - USA) adicionando-se igual
quantidade de reagente de Gries. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 3

minutos e a quantificacdo colorimétrica foi realizada a 540 nm em leitora de ELISA.
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3.9. Tratamento #n vitro de Leishmania amazonensis com oxigénio hiperbarico

Amastigotas ¢ promastigotas de L. amazorensis foram suspensos em meio RPMI,
em uma concentragio de 10° parasitas/mi e, mantidos em frascos de 25 cm®. Os frascos
eram mantidos na posi¢io horizontal para que a profundidade do meio de 3 mm facilitasse
a difusdo do Oz e foram colocados dentro de uma cimara hiperbarica (Research Chamber,
model HB 1300B, Sechrist Inc., Anaheim, CA - USA). A cimara foi pressurizada com
100% de O, medicinal (White Martins — Campinas) durante 5 minutos, até a pressio de 2,5
ATA. Essa press@o foi mantida pelo tempo requerido de cada experimento e depois foi
descompressurizada durante 5 minutos. A densidade e a motilidade flagelar de
promastigotas € a viabilidade de amastigotas tratados os controles nfo tratados foram
determinadas usando cdmara de Neubauer em aumento de 400X. Os amastigotas foram
incubados com o corante vital eritrosina B, que permeabiliza apenas os parasitas inviaveis
(LEMESTRE ef al.,, 1997). A transformnagéo de amastigotas extracelulares, mantidos a 26°
C, em promastigotas também foi estimada em cidmara de Neubauer.

Dois diferentes protocolos foram usados:

a) Trés sessOes de 2 h com 15 min de intervalo: os frascos de cultura com os
parasitas foram mantidos em HBO por 2 h, depois da cimara despressurizada
aliquotas foram removidas dos frascos ¢ os parasitas foram contados. Os frascos
de cuitura retornaram @ HBO por dois tempos de 2 h e nos intervalos foram
retiradas aliquotas e realizados novamente testes de viabilidade e contagem dos

parasitas. Ao final de trés sessGes (um total de 6 h), os parasitas foram lavados e
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suspensos em meio RPMI fresco ou levados diretamente a estufa seca a
temperatura de 26 a 28°C.
b} Os frascos com o0s parasitas foram mantidos em HBO por 1h, em intervalos de
24 h, num total de 6 dias consecutivos. As contagens e testes de viabilidade
foram realizados diariamente.
Para os tratamentos em que se utilizou droga anti-leishmanicida, ¢ Antimoniato de
N-metil glucamina - Glucantime (Rhodia-Rhone-Poulene Group - SZo Paulo, SP, Brasil),
foi diluido na concentracio de 85 mg/m! em culturas de promastigotas e 60 ug/ml em

culturas de amastigotas (CALLAHAN er /., 1997).

3.10, Tratamento de camundongos infectados com Leishmania amazonensis com

oxigénio hiperbarico

Camundongos BALB/c, com idade entre 4 ¢ 6 semanas, foram infectados via

subcutinea com 2 x 100 amastigotas no coxim plantar de uma das patas traseiras. Os

seguintes protocolos de tratamento com HBO foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacio Animal (CEEA-IB) da UNICAMP, protocolo 457-1:

a) Um grupo de ammais (n= 15) imediatamente apos a infecgdo foram tratados em

camara hiperbarica com sessdes diarias de 1h & pressdio de 2,5 ATA, respirando

100% Oy medicinal (White Martins-Campinas), em gaiolas com tampa perfurada

de acrilico. A camara foi descompressurizada durante 5 min. Animais controles

foram infectados nas mesmas condig¢Bes e nio foram expostos 2 HBO (n= 9).
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b) Um grupo de animais (n=09) com 30 dias de infec¢io, foram tratados em
cimara hiperbarica com sessdes diarias de lh & presséio de 2,5 ATA, respirando
100% O medicinal (White Martins-Campinas), em gaiolas com tampa perfurada
de acrilico. A cimara foi descompressurizada durante 5 min. Ammais controles
foram infectados nas mesmas condicbes e ndo foram expostos a HBO (n= 9).

A avaliagdo do tamanho da lesfio foi feita através da medigio de patas infectadas e
contralaterais foram medidas com ¢ auxilio de paquimetro (Starret - USA), a cada 10 dias.
Em algumas fases da infeccdo os animais eram sacrificados para avaliagio da carga
parasitiria na les&o. Amostras de sangue para quantificagio de células também foram
avaliadas {coloragio de Giemsa). A awvaliagio da sobrevivéncia de grupos controles
(infectados e ndo tratados) e dos grupos infectados e tratados foram realizados nesses

experimentos.

3.11. Analise estatistica

Foi utilizado 2 analise de varidncia, seguida pelo teste de Comparages Miltiplas de
Tukey. Os valores foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era
menor ou igual a 0,05, O teste estatistico foi realizado no software GraphPad InStat versio

3.0 (1997). O software Microsoft Excel 2000 foi utilizado para a confecgdo dos graficos.
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4. Resultados

4.1. Padronizac@o da infeccio in vitro de macréfagos J774 com formas amastigotas de

Leishmarnia ansazonensis.

Inicialmente, padronizamos a infecgdo i vitro dos macrofagos J774 com as formas
amastigotas de Leishmania amazonensis. Os resultados da média de trés experimentos sio
mostrados na Figura 1. A proporgio de 10:1 (parasitas : célula) foi escolhida para os
experimentos seguintes, uma vez que, as proporgdes inferiores (2:1 e 5:1) resultaram em
porcentagens de macréfagés infectados baixas (cerca de 20%). As proporgdes de 20:1, 50:1
e 100:1, resultaram em culturas com grande nimero de amastigotas extracelulares
dificultando a contagem em microscdpio.

Nés também realizamos experimentos em que as culturas de J774 foram infectadas
com as formas promastigotas de L. amazonensis, mas as porcentagens de células infectadas
sempre foram muito baixas (cerca de 10%) independente da proporgio e do tempo de

incubagdo com os parasitas (dados nfo mostrados).
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Figura 1. Infecgio de macréfagos 3774 com amastigotas de L. amazonensis. Células J774 em uma
densidade de 10° células/ml aderidas em laminulas de vidro foram infectadas com amastigotas em diferentes
proporcdes (parasitas por célula) durante 24h. Em seguida, as laminulas foram coradas ¢ avaliadas conforme

item 3.5 de Materiais € Métodos. Os valores representam a média de trés experimentos + desvio padrdo.

4.2. Avaliacio do efeito da hipoxia na infeccio de macrofagos J774 com formas

amastigotas de Leishmania amazonensis.

Nesses experimentos avaliamos © efeito do ambiente hipdxico (5% de O») na
infeccdo de macrofagos Y774 com L. amazonensis. As células foram mantidas durante 24 h
na presenca de amastigotas, tanto em ambiente normoxico (21% de O3) como hipoxico.

Observamos que a porcentagem de infeccio dos macréfagos J774 em ambiente com
restricio de O, (hipoxia) for significativamente menor (cerca de 20%) quando comparado
com culturas mantidas em ambiente normoxico (cerca de 45%) (Figura 2). Esses dados

mostram que ha uma reducio de células infectadas de cerca de 55% quando as culturas sdo
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mantidas em hipoOxia. Paralelamente, observamos que o numero de amastigotas por
macrofago em culturas mantidas em hipdxia ¢ norméxia foi semelhante (cerca de 2
amastigotas por macréfago). Vale salientar que o teste de viabilidade com os amastigotas e
a observagdo da manutengdo de aderéncia das células J774 em ambiente hipoxico
descartam a possibilidade de que o efeito observado de redugiio da infecgfic estivesse

relacionado a efeitos toxicos em 5% de O (Figura 2).
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Figura 2. Infeccio de macrofagos J774 com amastigotas de Leishmania amazonensis em ambiente
hipéxice. Células J774 em uma densidade de 10° células/mi aderidas em Iaminula de vidro foram infectadas
com amastigotas na propor¢do de 10:1 (parasitas por célula) em ambiente norméxico {normo) ou hipoxico
(hipo), durante 24 h. * Estatistica: p< 0,03. Os valores representam a média de trés experimentos + desvio
padrio.
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4.3. Avaliacio do efeito da hipéxia emn macrofagos J774 ativados com giFN e LPS ¢

infectados com a forma amastigota de Leishmania amazonensis

Observamos que macrofagos J774 ativados com gIFN e LPS durante 8 h eram
capazes de reduzir os indices de infecgdo em ambiente normoxico ( 44% para 21%), como
ja descrito na literatura (HO ef al, 1992). Entretanto, esses mesmos ativadores nfo foram
capazes de potencializar o efeito leishmanicida observado em ambiente hipoxico (16,5%

ndo ativado para 16% ativado, ambos em hipéxia) (Figura 3).
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Figura 3. Ativag@io de macrofagos J774 com gIFN e LPS infectados com amastigotas de
Leishmania amazonensis em ambiente hipdxico. Células J774 em uma densidade de 10°
células/ml aderidas em laminula de vidro foram tratadas com meio RPMI por 8 h (ctr) ou ativadas
por 8h com gIFN e LPS (ativ) e infectadas com amastigotas na proporgdo de 10:1 (parasitas por
célula) em ambiente normdxico (normo) ou hipdxico (hipo) durante 24 h. As laminulas foram
coradas e avaliadas conforme item 3.6 de Materiais e Métodos. * Estatistica: p< 0.05. Os valores

representam a média de trés experimentos # desvio padrio.
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4.4. Analise da producdo de Oxido Nitrico {NO).

Com o objetivo de avaliar a produgio de NO, um mmtermedidrio reative de
nitrogénio, envolvido nos efeitos leishmanicidas de macrofagos ativados, medimos a
concentrac@ic de nitrito em sobrenadantes de cultura de 24 e 48 h de células J774 mantidas
em ambiente hipoxico ¢ normoéxico. Na Figura 4 observamos que macrofagos ativados em
norméxia produzem maiores quantidades de nitrito como ja descrito na literatura
(LINARES et al., 2000). E interessante observar que a produgio de nitrito em culturas de
ambiente hipéxico € significativamente menor do que aquela em normoxia, tanto em

culturas ativadas como ndo ativadas com gIFN e LPS.
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Figura 4. Preducio de nitrito em culturas de macréfagos J774 ativados ou nfo com gIFN e
LPS. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml foram ativadas ou ndo por 8h com gIFN e
LPS e cultivadas em ambiente norméxico (normo) ou hipéxico durante 24 e 48 h, como descrito no

item 3.5 de Materiais e Métodos. A analise da concentragio de nitrito foi realizada pelo método de

Gries conforme o item 3.7 de Materiais e Métodos.




Resultados

4.5. Anilise morfologica dos macrofagos J774 em ambiente norméxico, hipéxico

Os resultados anteriores apontam uma diminuigio da infecglio de macréfagos em
ambiente hipoxico (Figura 2) e sugerem que a restricio de O, ¢ suficiente para
estimular/ativar © macréfago. Assim, avaliamos a morfologia dessas células e comparamos
com ¢ aspecto oObservado em células ativadas em ambiente norméxico. Primeiramente,
observamos que em culturas mantidas em hipoxia (Figura 6) apresentam células espraidas,
enquanto que culturas mantidas em norméxia, nfo estimuladas e ndo infectadas,
apresentam células com aspecto arredondado (Figura 5). Quando macrofagos foram
tratados com imunoestimuladores (gIFN e LPS) mostraram padres morfologicos
semelhantes em mnormoxia ¢ hipoxia (Figuras 7 e 8), isto & caracteristicos de células
ativadas, estavamn espraiadas, maiores e vacuolizadas. E interessante observar que
macréfagos ndo tratados com gIFN ¢ LPS, porém mantidos em hipoxia também tém esse
aspecto “estimulado/ativado™ (Figura 6).

Em ambiente norméxico na presenca de gIFN e LPS (Figura 11) ou em ambiente
hipdxico, na presenga ou nio de glFN e LPS (Figura 12 ¢ Figura 10, respectivamente), os
macrofagos infectados também mostraram-se com aspecto “estimulado/ativado”, isto é,
espraiados, maiores e vacuolizados, além de apresentarem quando expostos 4 hipoxia, a
presenga de “vacdolos nis” (vaciiolos com presenca de restos celulares) (Figura 13). Em
contraste, em ambiente normoxico, as culturas ndo ativadas mostraram-se com alta
porcentagem de infecgdo e as células sem caracteristicas de ativagio (Figura 9).

Assim, células em hipéxia tém padrio morfolégico semelhante a de macrofagos
ativados em ambiente normoxico, sugerindo que a hipéxia ¢ uma importante condigio

“estimuladora” para a célula.
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Figura 5. Aspecto morfolégico de cultura de macréfagos em ambiente norméxico. Células J774 em uma
densidade de 10° células/ml aderidas em laminulas de vidro foram cultivadas durante 24 h em ambiente
normoxico. As laminulas foram coradas e avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais e Métodos (Aumento,

400X). Notar todas as células arredondadas indicadas na figura.

Figura 6. Aspecto morfolégico de cultura de macréfagos em ambiente hipoéxico. Células J774 em uma
densidade de 10° células/ml aderidas em laminulas de vidro foram cultivadas durante 24 h em ambiente
hipoxico. As laminulas foram coradas e avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais e Métodos (Aumento,

400X). Notar células espraiadas indicadas na figura.
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Figura 7. Aspecto morfolégico de cultura de macréfagos J774 ativada com gIFN ¢ LPS em ambiente
norméxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/m! aderidas em laminulas de vidro foram ativadas
durante 8 h com gINF ¢ LPS e cultivadas por 24 h em ambiente norméxico. As laminulas foram coradas ¢

avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais e Métodos (Aumento, 1000X).

Figura 8. Aspecto morfolégico de cultura de macréfagos J774 ativada com gIFN e LPS em ambiente
hipéxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml aderidas em laminulas de vidro foram ativadas
durante 8 h com gINF e LPS e cultivadas por 24 h em ambiente hipdxico. As laminulas foram coradas e

avaliadas conforme o item 3.7 de Materiais e Métodos (Aumento, 1000X).
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Figura 9. Aspecto morfolégico da imfec¢iio de macréfages J774 com formas amastigotas de L.
amazonensis em ambiente norméxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml aderidas em
laminulas de vidro foram infectadas com amastigotas em uma proporcio de 10:1 (parasitas por célula) durante
24 h em ambiente norméxico. As laminulas foram coradas e avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais e
Métodos (Aumento, 1000X).

Figura 10. Aspecto morfolégico da infecciio de macréfagos J774 com formas amastigotas de L.
amazonensis em ambiente hipéxice. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml aderidas em
laminulas de vidro foram infectadas com amastigotas em uma proporgdo de 10:1 (parasitas por célula) durante
24 h em ambiente hipéxico. As laminulas foram coradas e avaliadas conforme item 3.6 de Materiais e

Métodos (Aumento, 1000X). Notar aspecto espraiado de célula indicada na figura.
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Figura 11. Aspecto morfolégico da infecglio de macréfages J774 ativados e infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis em ambiente norméxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/mi
aderidas em laminulas de vidro foram ativadas com gIFN e LPS durante 8 h e infectadas com amastigotas em
uma proporgdo de 10:1 (parasitas por célula) durante 24 h em ambiente norméxico. As laminulas foram
coradas ¢ avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais ¢ Métodos (Aumento, 1000X). Notar células

espraiadas indicadas na figura.

Figura 12. Aspecto morfolégico da infeccfio de macréfagos J774 ativades e infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis em ambiemte hipéxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml
aderidas em laminulas de vidro foram ativadas com gIFN e LPS durante 8 h ¢ infectadas com amastigotas em
uma propor¢io de 10:1 (parasitas por célula) durante 24 h em ambiente hipéxico. As laminulas foram coradas
e avaliadas conforme o item 3.6 de Materiais ¢ Métodos (Aumento, 1000X). Notar células espraiadas

indicadas na figura.
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Figura 13. Aspecto morfolégico da infeceSo de macréfagos J774 ativados e infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis em ambiente hipoxico. Células J774 em uma densidade de 10° células/ml
aderidas em laminulas de vidro foram ativadas com gIFN e LPS durante 8 h e infectadas com amastigotas em
uma propor¢éo de 10:1 (parasitas por célula) durante 24 h em ambiente hipéxico. As laminulas foram coradas
e avaliadas conforme o item 3.5 de Materiais e Métodos (Aumento, 1000X). Notar presenca de “vaciiolos

nas” indicados na figura.
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4.6. Efeito do oxigénio hiperbarico em formas promastigotas e amastigotas de
- Leishmania amazonensis e determinacio da atividade leishmanicida do

Glucantime em condi¢Ges hiperbaricas.

Para avaliar o efeito do oxigénio hiperbarico no parasita, nds realizamos
experimentos em que as duas formas de Leishmania foram tratadas intermitantemente
em HBO. Na Figura 14 observamos que o numero de promastigotas e amastigotas nfo
se alterou durante os tratamentos em HBO (3 sessdes de 2 h com intervalo de 15 min).
Efeitos adversos s6 foram observados quando promastigotas foram expostos ao
glucantime sob condi¢Oes hiperbaricas; os parasitas ficaram imoveis, vacuolisados e
com o corpo celular arredondado depois de 2 sessdes de HBO. A sessdo adicional (2 h)
aumentou o numero de promastigotas imoveis (70-80%) (Figura 14). Em contraste,
promastigotas ndo expostos em HBO, mas tratados com glucantime, mantiveram alta

motilidade e corpo celular fusiforme por 72 h apds o tratamento (dados ndo mostrados).

35




Resultados

12 -
10 -
s 8-
=2
8
i °
e 4
s
2 -
0 - 4 .
0 2 4 6
tempo (horas)
—O—amastigotas —@—amastigotas + gluca |
—&— promastigotas —A— promastigotas + gluca

Figura 14. Efeito do oxigénio hiperbarico em formas promastigetas e amastigotas de L.
amazonensis. Formas amastigotas ¢ promastigotas foram tratadas com Giucantime ¢/ou HBO (pressio
de 2,5 ATA em 3 sessbes de 2 h com intervalo de 15 minutos 4 condiclics ambiente). O mimero de
parasitas foi contado em camara de Neubauer ¢ a viabilidade de formas amastigotas foi realizada através

do corante Eritrosina B como descrito no item 3.8 de Materiais e Métodos.

E interessante notar que os promastigotas expostos 2 HBO (tratados e nio
tratados com glucantime} ndo proliferaram durante 3 dias consecutivos. Os

promastigotas {controle) tiveram crescimento tipico no periodo de cultura (8 dias)

(Figura 15).
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Figura 15. Efeito do tratamento com oxigénmio hiperbdrico em formas promastigetas de L.
amazonensis. Formas promastigotas foram tratadas com Glucantime efou HBO {pressfio de 2,5 ATA em
3 sessBes de 2 h com intervalo de 15 minutos & condicdes ambiente). Em seguida, foram mantidas em
estufa scea A temperatura de 26°C. O miimero de parasitas foi contado a cada 24 h em cimara de

Neubauer como descrito no item 3.9 de Materiais e Métodos,

Em relag@o aos amastigotas expostos 2 HBO, estes mantiveram-se vidveis apos
o tratamento (Figura 14), mas perderam a capacidade de transformarem-se em
promastigotas quando permaneceram em normoéxia 3 26°C (Figura 16). Paralelamente,
amastigotas (controle) transformaram-se em promastigotas no periodo de 72 h (Figura
16). Resultados similares foram alcancados com amastigotas tratados com glucantime,

tanto em ambiente normdxico como hiperdxico.
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Figura 16, Capacidade de transformagio de formas amastigotas de L. wmazonemsis em
promastigotas apos tratamento com oxigénie hiperbarice. Formas amastigotas foram tratadas com
Glucantime e/ou HBO {pressio de 2,5 ATA em 3 sessfes de 2 h com intervale de 15 minutos 3
condicbes ambiente). Em seguida, foram lavadas por centrifugacio e colocadas em meio de cultura
fresco (normoxico) ou permaneceram com em meio hiperdxico, na sequéncia, foram mantidas em estufa
seca 2 temperatura de 26°C. O namero de parasitas de promastigotas foi contado apds 72 h em camara de

Neubauer como descrito no item 3.9 de Materiais e Métodos.

Com os resultados anteriores apontando a perda da capacidade de amastigotas

transformarem-se em promastigotas apos tratamento hiperbarico (Figura 16), nosso
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proximo passo foi analisar se estes parasitas mantiveram a infectividade quando
inoculados em camundongos susceptiveis. Assim, infectamos camundongos BALB/c
com 10° amastigotas tratados ou ndio em HBO {3 sessBes de 2 h com intervalo de 15
min). E interessante notar que os amastigotas que foram expostos a HBO
desenvolveram lesdes muito semelhantes as do grupo controle, sugerindo que a

viruléncia das formas amastigotas no foi aiterada com esse protocolo (Figura 17).
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Figura 17. Infecciio de camundongos BALB/c com formas amastigotas expostas i HBO.
Camundongos BALB/c foram infectados mo coxim plantar de uma das patas traseiras com 10°
amastigotas de L. amazonensis previamente expostos 3 HBO (3 sessdes de 2 h com intervalo de 15 min).
As Iestes foram medidas com paquimetro como descrito no item 3.9 de Materiais e Métodos. Ok valores

representam a média do tamanho da lesdo de cada grupo + desvio padriio.

39




Resultados

4.7. Anilise da exposicio de camundongos BALB/c infectados com amastigotas de

Leishmania amazonensis a terapia com oxigénio hiperbarico.

Os resultados mostrados nas Figuras 14, 15 e 16 indicam que o tratamento de
formas de L. amazonensis com HBO tem efeito deletério tanto em promastigotas como
em amastigotas. Nosso proximo passo foi avaliar se a exposigdo de camundongos
BALB/c infectados com amastigotas & terapia com oxigénio hiperbarico resultaria em

modificacio da evolugio da leishmaniose. Camundongos BALB/c foram infectados

com 2 x 100 amastigotas de L. amazonensis ¢ tratados em cimara hiperbarica (HBO),
em duas fases da infeccdio. Um grupo (n=15) tratado desde o inicio da infecgfio (dia 1)
foi submetido a tratamento de 1h/dia a pressio de 2,5 ATA, respirando 100% de O
medicinal. Observamos que esse protocolo de tratamento alterou a evolugio da lesio,
diminuindo o processo edematoso e causou diferenca significativa do tamanho da pata
infectada a partir do 80° dia (Figura 18). Em outro protocolo de tratamento, em que
camundongos BALB/c foram expostos a HBO apds 30 dias de infecgio (dia 30),

também observamos diferengas significativas apos o 80° dia de tratamento (Figura 19).
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Figura 18. Efeite do tratamento de camundengos BALB/c infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Camundongos BALB/c foram infectados com 2 x 10  amastigotas no coxim plantar de
una das patas traseiras ¢ foram tratados em HBO (1h/dia 2 2,5 ATA respirando 100% de O,) durante o
periodo de observacdo. * Estatistica: p<0,05. Os valores representam a média do tamanho da lesdo de
cada grupo + desvio padrio,
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Figura 19. Efeito do tratamento de camundonges BALB/c infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Camundongos BALB/c foram infectados com 2 x1 0° amastigotas no coxim plantar de
uma das patas traseiras e foram tratados em HBO (1h/dia 2 2,5 ATA respirando 100% de O,) apds trinta
dias de infeccdo. * Estatistica p< 0,05. Os valores representam a média do tamanho da lesio de cada
grupo + desvio padrio.

4.8. Analise da sobrevivéncia de camundongos BALB/c infectados com

amastigotas de Leishmania amazonensis ¢ tratados com oxigénio hiperbirico.

Analisamos a sobrevivéncia dos camundongos BALB/c infectados com 2 x 106
amastigotas de L. amazonensis expostos ao oxigénio hiperbarico no inicio da infecgdo
(dia 1) e apOs trinta dias de infeccdio (dia 30). Observamos que a porcentagem de
sobrevivéncia foi reduzida em ambos os grupos tratados com HBO, quando comparada

com a porcentagem de sobrevivéncia do grupo nfio tratado (Figura 20). Lesdes
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metastasicas ocorreram de forma precoce em camundongos tratados, o que determinou

o agravamento sistémico causando a morte dos animais (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevivéncia de Camundongos BALB/c infectados com amastigotas de L. amazonensis.
Camundongos BALB/c foram infectados com 2 x 10° amastigotas no coxim plantar de uma das patas
traseiras ¢ foram {ratados em HBO (1h/dia 4 2,5 ATA respirando 100% de O,) alternativamente no
micio ou apds itrinta dias de infecgo.
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4.9. Aspecto da lesio desenvolvida em camundongos BALB/c infectados com

amastigotas de Leishmania amazonensis

Com © objetivo de avaliar 0 aspecto das lesdes desenvolvidas em camundongos
BALB/c tratados em HBO, alternativamente no inicio ou apds trinta dias de infecgio,
foram realizadas fotografias durante ¢ periodo de observagio (130 dias). Camundongos
tratados, desde o inicio ou apds trinta dias de infecgHo, apresentaram precoces
ulceracbes das lesbes (40 dias) e diminuicdes dos processos edematosos quando
comparados com ¢ grupo controle (Figuras 21 e 22). Assim, apesar das significativas
mudangas morfologicas e das lesdes terem sido menores que as do grupo ndo tratado
(Figuras 18 ¢ 19), a sobrevivéncia dos grupos expostos 8 HBO foi reduzida (Figura 20),
devido a uma evidente melhora do grau isquémico local que promoveu a disseminacgo

hematogénica do parasita.
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Figura 21. Aspecto da leséio de camundongo BALB/c infectado com L. amazonensis. Aspecto da pata

de camundongo BALB/c infectados com 2 x1 0° amastigotas, apds 90 dias.

Figura 22 Aspecto de camundengo BALB/c infectade com L. amazonensis e tratado em HBO.
Aspecto da pata de camundongo BALB/c infectado com 2 x 10° amastigotas e tratados em HBO desde o
inicio da infecgfio (tempo de infecclio de 90 dias). Notar a diminui¢8o do processo edematoso comparado
ao controle (Figura 21}.
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5. Discussio

A interrup¢do do fluxo sangiiineo de tecidos lesados efou inflamados
freqiientemente causa a formagdo de areas de baixa tensdic de oxigénio. Estas areas
hipoxicas em enfermidades crénicas tais como, tumores malignos, Glceras dérmicas,
fraturas 6sseas e lesOes em pacientes diabéticos levam a uma tensfo de oxigénio menor que
10 mmHg (LEWIS et al., 1999). Nas leishmanioses cutdneas causadas por L. braziliensis
ou por L. amazonensis a mflamacdc ativa (migracio de células mononucleares), a
destruigio tecidual (induzida por células inflamat6rias), as infecgdes secundarias com
bactérias aerObias ¢ anaerObias e as tentativas de reparagiio tecidual (proliferacio de
pequenos vasos sangiiineos) ocorrem simultaneamente (WEIGLE & SARAVIA, 1996 ¢
GIORGIO ef al., 1998). Na impossibilidade do hospedeiro eliminar o parasita, ha
destruicio tecidual com formacio da tipica ulcera leishmanidtica com focos de necrose,
consegiiente isquemia e diminuigdo do aporte de oxigénio. Assim, a parte inicial de nosso
trabalho foi realizada com a finalidade de avaliar os efeitos a restricdo do aporte de
oxigénio (hipoxia) em culturas de macrofagos J774 infectados com o parasita L.
amazonensis.

Varios estudos tém mostrado que a hipoxia altera a morfologia, a expressio de
marcadores de superficie, a fagocitose e a atividade metabdlica de macrofagos (ARNET et
al., 1996, LEWIS et al., 1999). Por exemplo, TURNER et al., (1999) e GRIMASHAW &
BALKWILL (2001) demonstraram que a quimiotaxia esti diminuida emn macroéfagos sob
condi¢ies hipoxicas. CROWTHER et af, (2001) mostraram que moléculas pro-

angiogénicas sfo liberadas por macréfagos em hipoxia. REICHNER er al, (2001)
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observaram diminui¢io da fagocitose de particulas de latex em macrofagos de lesdo ou
peritoniais ¢ LEEPER-WOODFORD & MILLS, (1992) também observaram diminuigdo
da capacidade de macrofagos alveolares fagocitarem hemacias em ambiente com restrigdo
de O, Esses autores nfo propdem mecanismos para essa modulagio da fagocitose em
hipoxia.

Nossos experimentos inicials in vire mostraram que a condicio adequada de
infeccio seria com formas amastigotas de L. amazonensis em una proporgdo de 10:1
(parasitas por célula). Essas culturas apresentaram em ambiente hipdxico, porcentagem de
infeccio 55% menor que células mantidas em ambiente normoxico (Figura 2). Esse
resultado sugere que macrofagos podem também ser estimulados por fatorss
microambientais presentes no tecido infectado, um desses fatores, a hipdxia, estimulou o
macrofago &  atividade leishmanicida. Nesse sentido, avaliamos o efeito de
imunoestimuladores (gIFN e LPS) em ambiente hipoxico. Nossos resultados mostraram
que em ambiente com restrigdo de oxigénio (5% de O;) a diminui¢do da porcentagem de
infeccio evidenciada em normoéxia ndo ocorreu, sugerindo que o grau de hipéxia (5% de
0;) alcangado em nossos experimentos € suficiente para estimular o macrofago e
impossibilitar um sobre-estimulo com gIFN e LPS (Figura 3). Assim, nossos resultados
sugerem que macrofagos estdo ativados/estimulados em ambiente com restrigio de
oxigénio. O aspecto morfologico das células também permitiu-nos sugerir que a hipoxia €
um importante estimulo para os macroéfagos, uma vez que, culturas celulares mantidas em
hipoxia (ativadas ou ndo com gIFN e LPS) apresentaram morfologias semelhantes as
mantidas em ambiente norméxico ativadas com gIFN e LPS (Figura 6). Macrofagos 1774
infectados com amastigotas de L. amazonensis em ambiente hipdxico (ativados ou ndo com

ofFN e LPS) mostraram alteragdes morfologicas semelhantes aos macrofagos infectados
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em normoxia e tratados com gIFN e LPS (Figura 10), sugerindo que as alteracdes
morfologicas sofridas pelos macrofagos sfo ambiente-dependentes. Apesar da fiteratura niio
apresentar dados que possibilitem a comparagio dos nossos resultados (LEEPER-
WOODFORD & MILLS, 1992; REICHNER ef o/, 2001), ha trabalhos indicando que o
efeitc da hipbxia em macrofagos € o de ativagdo. Por exemplo, MELLITO ef al., (1995)
mostraram que a hipoxia induz a expressfo da enzima iINOS em células endoteliais bovinas,
mas ndo aumenta a produgdo de nitrito em cultura de macrofagos ativados com gIFN.
ARNET et al., (1996) também demonstraram que células endoteliais bovinas em hipoxia
aumentam a transcricdo da enzima NOS. Assim, também analisamos a produgio de éxido
nitrico em culturas de macrofagos J774 mantidas em ambiente hipéxico e normoxico
ativadas ou ndo com gIFN ¢ LPS. Nossos resultados indicaram que a produgio de nitrito
por macrofagos J774 mantidos em hipéxia (com ou sem gIFN ¢ LPS) foi significativamente
menor (Figura 4), quando comparados com resultados em normoéxia, sugerindo que o
ambiente com restricdo de oxigénio, apesar de aumentar a transcricdo da enzima NOS
(ARNET et al., 1996), limitou sensivelmente a produgdo de nitrito, provavelmente porque o
0O; ¢ um importante substrato para sua produgdo e esta limitado em nossas condigdes
(MCCORMICK e? al., 2000). Mesmo assim, estes macrofagos foram capazes de restringir a
infecgio com Leishmania (Figura 2). No entanto, ndo podemos descartar a hipotese de que
outros intermediarios de nitrogénio estejam agindo nessas células ou que produtos
lisossomais estejam sendo produzidos em maior quantidade.

Assim, nossos resultados mostram que a hipéxia € um importante
estimulador/ativador de macrofagos e que a restrigio de O, resulta em uma produgio
deficiente de nitrito, mas ndo impede que as células restrinjam a infecgio com L.

amazonensis. Os mecanismos pelos quais os macrofagos matam os amastigotas ndo s3o
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ainda conhecidos, mas podemos sugerir uma ag¢fio independente mde NO, como, por
exemplo, o aumento da atividade lisossomal.

Na segunda etapa do nosso trabalho avaliamos o efeitc de um ambiente hiperbarico
com 100% de O em culturas de parasitas . Em nossas condigbes experimentais (3 sessdes
de 2 b com intervalo de 15 min), a HBO induziu uma rapida imobilizacio de formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com glucantime, a droga de primeira linha usada
contra a leishmaniose (Figura 14). O efeito do aumento da tensio de oxigénio em agentes
antiparasitarios € desconhecido, mas uma possivel razio para o efeito toxico imediato do
glucantime sob HBO em promastigotas € a réapida absorgo da droga através da membrana
do parasita. Outro mecanismo possivel ¢ que os altos niveis de radicais de oxigénio
formados durante a exposi¢io a HBO ocasione dano na membrana lipidica (DOCAMPO,
1995). Também avaliamos o efeito da HBO no crescimento de promastigotas no periodo de
48 h, foi interessante notar que culturas de promastigotas tratadas ou nfio com glucantime e
expostas &8 HBO néo proliferaram (Figura 15), sugerindo que a HBO foi suficiente para
inibir o crescimento de formas promastigotas. MUHVICH et al., (1993) demonstraram o
efeito toxico da exposigdo de promastigotas de L. panamensis ao oxigénio hiperbérico
durante 24 h, no entanto esse tratamento ¢ muito longo (24 h) e intoleravel para o
organismo humano. Nossos resultados também indicaram que a HBO impede a
transformagio de formas amastigotas em promastigotas (Figura 16). Sugerimos que sob
HBO, parasitas produzem NO e alteram o seu processo de diferenciagdo celular. De fato,
LEMESTRE ef al, (1997) demonstraram que o tratamento com NO impede a conversio de
amastigotas viaveis in virro e BASU et al., (1997) mostraram que Leishmaria produz NO.
Assim, em nossas condi¢bes experimentais foi possivel inibir o crescimento de formas

promastigotas ¢ a transformagio de amastigotas em promastigotas com a consegiiente
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morte do parasita (Figura 16). Os mecanismos moleculares implicados na “estase” do
parasita ainda terdo que ser elucidados, mas, interessantemente, as formas amastigotas que
foram expostas a HBO, sob as mesmas condiges experimentais, quando inoculadas em
camundongos susceptiveis (BALB/c), apresentaram curva de crescimento da lesio
semelhante as lesdes provocadas por amastigotas nfio tratados. Estes resultados sugerem
que apesar da HBO impedir a transformacfo em promastigotas, nio altera a infectividade
(viruléncia) do parasita (Figura 17).

A terapia hiperbarica além do efeito toxico direto do oxigénio sobre
microorganismos, tais como Candida albicans, S. mansoni, G. intestinalis (GARClA-
COVARRUBIAS & CUAUHTEMOC SANCHES-RODRIGUES, 2000), atua em tlceras
isquémicas favorecendo a reperfusio e conseqgiientemente diminuindo a hipéxia tecidual
(BURAS et al., 2000). Com a finalidade de investigar o efeito do oxigénio hiperbarico na
evolugio da lesfio leishmaniotica, camundongos BALB/c foram infectados com amastigotas
de L. amazonensis. Essa linhagem é utilizada como um modelo de leishmaniose murina,
devido a susceptibilidade a varias espécies de Leishmania (HANDMAN, 2000). Nossos
resultados indicaram que a HBO modulou a evolugio da lesio dos camundongos
diminuindo o processo edematoso e diminuindo significativamente o tamanho da lesio
{Figuras. 18 e 19). No entanto, pelo proprio efeito reperfusivo do tratamento, isto é,
diminui¢do da isquemia tecidual, notamos que nos camundongos expostos 4 HBO
ocorreram lesdes metastésicas (presenga de nodulos na cauda, nas patas e na regifio peri
ocular) precocemente, provavelmente através da dissemina¢io do parasita por via linfatica
¢ hematogénica, o0 que levou ao agravamento sistémico e conseqlentemente diminuiu a
sobrevida dos animais tratados (Figura 20). Esses resultados sugerem que o tratamento

hiperbarico altera a evolug3o da lesfio e precocemente favorece o aparecimento de lesdes
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metastasicas. Esses experimentos foram realizados com doses de parasitas muito altas (2 x
10° amastigotas/camundongo) e ndo descartamos a possibilidade de que infecgBes mais
brandas (nimerc menor de parasitas) possam ser mais faceis de controlar durante o
tratamento hiperbarico. Néo ha dados na literatura que permitam a comparagdo com nossos
resultados.

No entanto, ha dados mostrando um efeito benéfico do tratamento hiperbarico em
outros modelos murinos. Por exemplo, STEVENS er al, (1993) observaram que o
tratamento hiperbarico melhorou a eficiéncia do metronidazol em camundongos infectados
com Clostridium perfringen. INAMOTO ef ai., (1991) demonstraram que o tratamento
hiperbarico de camundongos sadios provoca a reducio da produgio da interleucina-1.
KURATA et al., (1995) observaram que o tratamento em HBO de camundongos sadios
reduz a sintese de peroximtrito ¢ GREGOREVIC ef al, (2001) demonstraram que o
tratamento em HBO modula a atividade de enzimas antioxidantes em tecido muscular de
ratos.

Apesar de em nossas condigSes experimentais a HBO ter favorecido a metastase,
concluimos que houve uma significativa melhora no fluxo sangiineo da area lesionada,
propiciando futuros estudos sobre o efeito adjuvante do oxigénio hiperbarico com drogas

anti-parasitarias no modelo murino da leishmaniose e de outros parasitas.
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6. Conclusdes

O ambiente com resiricdc de oxigénio (hipéxia) ¢ um importante estimulo

leishmanicida para macrofagos J774.

A produgdo de nitrito em culturas celulares expostas & hipoxia € prejudicada, por falta

de O, como substrato.

O tratamento com oxigénio hiperbarico tem efeito deletério sobre formas promastigotas

e amastigotas de L. amazonensis.

O tratamento com oxigénio hiperbarico altera a evolugio da lesfio leishmaniotica

diminuindo o processo inflamatorio.

O tratamento com oxigénio hiperbarico aumenta a disseminagfo parasitaria por via

hematogénica e linfatica.
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