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1. RESUMO

Os antimoniais so atualmente as drogas de escolha para o tratamento da
Leishmaniose, porém apresentam problemas como umsa grave toxicidade e situagBes de
resisténcia parasitaria. Muitos autores vém averiguando a possibilidade dos produtos de origem
vegetal ¢ animal desempenharem importante papel na terapéutica desta enfermidade,
promovendo uma menor toxicidade e custo inferior. No presente trabatho foi avaliada a atividade
leishmanicida de um extrato da prépolis, produto apiterapico, e de um bioterapico, medicamento
homeopdtico, sobre as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis,
por meio de ensaios in vitro, e in vivo por meio do tratamento em animais Mus musculus
experimentalmente infectados pelo parasita. Pelas observagdes decorrentes dos ensaios in vitro, a
propolis apresentou sobre as formas promastigotas porcentagem de lise e valor de coeficiente de
inibigdo (ICsp) melhores, quando comparados com ¢ controle positivo (anfotericina B). Tanto o
bioterapico quanto a prépolis nfo apresentaram resultados satisfatério sobre as formas
amastigotas. Nos ensaios in vivo, durante os 90 dias de tratamento com os compostos em analise,

foi verificada a variagio do didmetro médio das lesGes dos camundongos Mus muscudus

..infectados com L. (V) braziliensis, observando uma diminui¢iio no tamanho das lesdes. Ambos. ... ...

0s compostos apresentaram resultados favoraveis em relagdo ao controle negativo (solugfio de
cloreto de sodio a 0,9%). Sabendo-se da importancia da produgfo do oxido nitrico (NO) para o
controle da infecgio sobre diversos parasitas intracelulares, foi avaliada a capacidade de indugéo
de NO pela propolis € pelo bioterapico, observando uma indug8o significativa apenas no caso da
propolis. Tais achados sfo animadores para uma pesquisa mais aprofundada em relacfio a estes
diferentes tipos de medicamentos, como por exemplo, a caracteriza¢io quimica ¢ o isolamento do
principic ative da prépolis, responsavel pela atividade bielégica, e a comprovacio e padronizagéio

da metodologia homeopdtica no processo de inativagio do bioterapico, a fim da melhoria da agio

terapéutica.




XV

2. ABSTRACT

Nowadays antimonials have been the drugs chosen for the Leishmaniosis
treatment. Nevertheless, they have shown problems such as high toxicity and some parasite
resistance occurrences. Many researchers have investigated the possibility that products from
animal and vegetal origin may play an important role in the therapeutics of this disease, with less
toxicity and lower prices. This work evaluates the leishmanicyd activity of propolis extract, an
apitherapic product, and also of a biotherapic homeopathic drug over the Leiskmania (Vianniaj
braziliensis promastigote and amastigote forms, through in vitre and in vivo assays by means of
Mus Musculus animals treatment, which were experimentally infected. Resulting from the in
vitro assays, propolis revealed a better lysis percentage and inhibition coefficient (IC 50) over
the promastigote forms when compared to positive control (anphotericin B). Both the biotherapic
drug and propolis extract did not show reasonable results over amastigote forms. Regarding to the
in vivo assays, during a 90-day-treatement, a variation of the lesion mean diameter of the Mus
Musculus mice infected by L.(V.) braziliensis was observed, there was a reduction in the lesion

size. Both drugs showed good results in respect to negative control {0.9% saline solution), Being

aware of the importance of NO production to control the mfection on several intracellular
parasites, the capacity of inducting NO production was evaluated using both propolis and
biotherapics. An expressive induction was observed only concerning propolis. Such find
encourages a further research on those drugs, for instance, the chemical characterization and the
isolation of propolis active principles, responsible for its biological activity, as well as the
standardization of homeopatic methodologies in the biotherapic inactivation with the pourposes
of a better therapeutic drug action.



3. INTRODUCAO

A TLeishmaniose ¢ uma infecglo parasitaria determinada por espécies de
protozoarios do género Leishmania. Possui um alto impacto social e econdmico, sendo a segunda
maior incidéncia parasitaria, logo apos a malaria (LAINSON & SHAW, 1978), podendo ser
considerada uma das seis parasitoses de maior importincia mundial (BERMAN, 1998). Segundo
a Organizagio Mundial de Saide (OMS), atualmente 88 paises se encontram atingidos pela
leishmaniose, sendo que cerca de 12 milhSes de pessoas estio infectadas e, aproximadamente 350
milhdes de pessoas expostas ao risco de contrair a doenga. A taxa de incidéncia anual de novos
casos € de aproximadamente 2 milhSes de individuos infectados, sendo, 1,5 milhdes para a
Leishmaniose Cutdnea e 500 mil para a Leishmaniose Visceral (KAYSER ez al. 2001).

Taxonomicamente, o género Leishmania perience ao reino Protista, sub-reino

Protozoa, filo Sarcomastigophora, classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, sub-ordem

Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae, cujos géneros sfio todos parasitas obrigatorios

(MAGILL et al. 19953},

O genero Leishmania compreende 27 espécies; entretanto, a classificagiio e
identificagdo destas espécies sdo complexas, pois sdo baseadas em caracteristicas intrinsecas,
como morfologia, aspectos bioquimicos e analise de DNA e extrinsecas como aparéncia clinica
das lesfes e distnbuicBo geogrifica (SHAW, 1994; ASHFORD, 1997). Devido a esta
complexidade, as espécies de leishmania que parasitam o homem sfo organizadas em 2 sub-
géneros: Viannia e Leishmania, ou ainda, em 2 grandes grupos, do Velho e do Novo Mundo.
Estas classificagbes ndo s@o reciprocamente excludentes, sendo que o sub-género Viannia
encontra-se exclusivamente no Novo Mundo e o sub-género Leishmania ¢ encontrado no Velho e

Novo Mundo (LAINSON & SHAW, 1992).




Ressalte-se que, neste ultimo caso, considera-se apenas a localizacfo geografica
onde sdo encontrados os parasitas como uma caracteristica extrinseca, enquanto a classificacio
por sub-genéros leva em consideracBo a posico da forma promastigota no tubo digestivo do
vetor (DESJEAUX, 1992,

Assim as formas promastigotas do sub-género Viannia s8o encontradas no
intestino posterior do flebotomineo, migrando para a parte anterior na fase de metaciclogénese,
enquanto os promastigotas do sub-género Leishmania residem exclusivamente na regifo do
intestino anterior (LAINSON & SHAW, 1992),

As Jeishmanioses do Novo Mundo sio endémicas em pelo menos 24 paises das
regides tropical ¢ sub-tropical, sendo o Brasil 0 pais com a mais incidéncia (GRIMALDI et al.
1989).

Seis espécies do género Leishmania tém sido identificadas como causadoras de
doenca cutinea no Brasil, das quais cinco pertencem ao subgénero Viammia: Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni,
Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) shawi, e uma ao subgénero Leishmnia:
Leishmania (Leishmania) amazonensis (SHAW, 1994). Provavelmente as duas espécies mais
importantes pelo nimero de casos de infeccio humana sfo Leishmania (Viannia) braziliensis,
VIANNIA (1911), e Leishmania (Viannia) guyanensis (FLOCH, 1954).

A transmissdo de L. (V) brazilienzis ocorre quando as fémeas, hematdfogas, de
dipteros pertencentes ao género Lurzomyia, infectadas com o parasita, inoculam a forma
promastigota infectante na pele de varias espécies de mamiferos, ao realizar seu repasto
sanglineo. Apos a inoculag@o das formas promastigotas, estas se diferenciam no hospedeiro em

formas amastigotas, aflageladas, que se desenvelvem no interior dos macréfagos (GUPTA er al.

2001).




A metaciclogénese € um processo adaptativo das leishmanias que consiste na
transformacfio de promastigotas ndo infectantes em formas infectantes ou promastigotas
metaciclicos. Este processo tem sido associado a alteracles enzimaticas, morfologicas
(HOWARD er of. 1987), modificacdes na expressio dos antigenos de superficie (HOWARD ef
al. 1987, KWEIDER et al. 1987) ¢ 4 agio do complemento (HOWARD et al. 1987).

Dados recentes sugerem que 0s mecanismos de resisténcia das formas
promastigotas de Leishmania & agBo do complemento, assim como os eventos iniciais da
interaco leishmania-macrofago, embora nfo completamente elucidados, sejam fundamentais
para o estabelecimento e curso de infecgfo. Estes mecanismos estio relacionados a varios fatores,
como a fase de desenvolvimento do parasita, a espécie e a expressdo de antigenos de superficie
na forma promastigota, durante o processo de metaciclogénese (SACKS, 1989).

A sobrevivéncia intracelular do parasita pode estar relacionada a rapidez de sua
transformaciio em amastigota (LEWIS er al. 1974), uma vez que estas formas encontram-se
melhor dotadas bioquimicamente e enzimaticamente para resistir aos mecanismos leishmanicidas
dos macrofagos (PEARSON er al. 1983a).

As formas amastigotas localizados no interior dos macréfagos sdo organismos
acid6filos, capazes de resistirem a agfio microbicida das hidrolises acidas, liberando lisoenzimas
para sobreviver e multiplicar-se por divisdo binaria no interior dos macrofagos, até causar a lise
da célula, sendo entfio fagocitadas novamente por outros macrdfagos.(ZILBERSTEIN &
SHAPIRA, 1994).

Sobre a infecgdo do homem e de varias outras espécies de mamiferos por
tripanosomatideos do género Leishmania, existe a dependéncia de complexas interagbes entre o
parasito € o hospedeiro vertebrado, que iriam determinar a apresenta¢do clinica e o curso

evolutivo da leishmaniose. Estas interagBes se realizam entre duas formas do ciclo evolutivo das



leishmanias, (promastigotas desenvolvidos no inseto vetor e amastigotas intracelulares) e os
macrofagos do hospedeiro (HARKER, 1992),

A Leishmania Tegumentar Americana (LTA) representa um conjunto de
sindromes, cuja apresentacdo clinica ¢ determinada tanto por fatores dependentes do parasita
como da resposta imunologica do hospedeiro (HAMANN, 1989).

Ainda, HARKER (1992) relata que, apesar da reconhecida importincia clinica
da leishmaniose mucosa, causada por L. (V). braziliensis, permanecem essencialmente
desconhecidos os fatores determinantes da lesdo mucosa. Além de ampliar nosso conhecimento
sobre a histdria natural da doenga, o entendimento das relagBes parasito-macrdfago possibilitaria
tambeém alcangar melhores perspectivas relativas 4 quimioterapia, a imunoterapia e & prevengio
da leishmaniose através de vacina,

A LTA, tendo o agente etiologico mais comum a L. (V.) braziliensis,
caracteriza-se por lesbes ulceradas com bordas elevadas, rigidas e violaceas, geralmente Unicas

(LIANOS-CUENTAS, 1984).

Essa linhagem € caracterizada por apresentar alta agressividade aos tecidos
cuidneos € mucosos, escassez, dificil isolamento dos parasitos nos tecidos e resisténcia ao
tratamento por antimoniais, podendo ocorrer, fregiientes recidivas da doenga. Cinco por cento dos
pacientes com lesfes na mucosa evoluem para morte, por complicagdes (MARSDEN, 1985a).

As lesdes em mucosas embora se apresentem em pequena percentagem dos
pacientes com leishmaniose, constituem uma manifestagdo particularmente importante devido as
seqgiielas deformantes com conseqfiéncias ndo so anatémicas como também psicologicas
(MAGALHAES et al. 1990).

Essas lesOes caracterizam-se por comprometimento nasal, freqiientemente com

perfuragio do septo. Em dois tercos dos pacientes, ficam estritamente restrito ao nariz, sendo que




no restante, sdo atingidos faringe, palato, laringe e labios, nesta ordem de freqiéncia, sendo a
patologia laringea potencialmente letal por obstrugio direta das vias aéreas apresentando-se
raramente de maneira isolada, diferente do que acontece com as lesfes cutdneas que
eventualmente podem apresentar cura espontinea, as lesdes mucosas raramente se autolimitam,
sendo de importéancia crucial o tratamento especifico (MARSDEN ef al. 1991).

A patologia mucosa constimi um fendmeno predominantemente associado com
a infecgBo por L. (V) braziliensis. Este fato leva a deduzir que caracteristicas ligadas
especificamente a0 agente etiologico influenciam diretamente na génese desta manifestagdo. I
reconhecida a capacidade de L. (V) braziliensis produzir lesSes metastaticas em modelos animais
(SCORZA et al. 1992) e tem-se demonstrado em humanos um potencial de disseminacio
parasitaria por via linfatica (BARRAL ef al. 1992), inclusive antes de desenvolver evidéncias de
patologia cutdnea ou mucosa (MORAES er al. 1993).

A leishmaniose cutinea difusa é uma forma rara da doenca, causada por L.
aethiopica, no Velho Mundo, e espécies do complexo mexicana, L. mexicana e L. amazonensis,
no Novo Mundo. Estes casos de infecg@o crdnica e progressiva atingem 35% dos individuos
infectados por estas espécies, constituindo basicamente de lesGes nfo ulceradas, formada por uma
papula ou verruga que apresentam-se repleta de parasitas subcutineos, disseminando-se
especialmente pelo rosto (BECKER er al. 1999).

Nos casos de Leishmaniose Visceral (LV) o parasita estd presente em
macrofagos de orgdo internos como bago, figado e medula dssea. A LV n#o tem cura espontinea
e, geralmente leva o individuo a ébito quando ndo tratada. Os sintomas mais comuns sio febre,
emagrecimento, escurecimento da pele e, em um estdgio mais avangado provoca hepato-

esplenomegalia, anemia ¢ hipergamaglobulinemia (BERMAM, 1988).




3.1. DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE

O diagnostico da Leishmaniose se fundamenta em aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. Os exames laboratoriais t8m sido empregados em testes cutineos
(intradermorreagdio de Montenegro), exames histopatoldgicos, pesquisa do parasita em exames
diretos, cultivo em meios especificos, inoculagio em hamster (Mesocricerus auratus) e reagbes
sorologicas (fixacdo de complemento, ELISA-enzyme liked immunosorbent assay e reagdo de
imunofluorescéncia indireta).

MONTENEGRO (1926) foi o primeiro a utilizar o teste intradérmico em
humanos, obtendo resultado positivo com extrato de culturas mortas de leishmanias. O antigeno
de Montenegro pode ser constituido de formas promastigotas de diferentes espécies de
Leishmania. O inéculo € injetado no antebrago e sdo considerados positivos os resultados que
apresentarem 5 mm ou mais de area de irritagfio, com a formagdo de uma papula, e esses indices
de positividade variam de 82,4 a 100% (TALHARI et al. 1985). Nas areas endémicas onde se
tém poucos recursos o diagndstico usualmente baseia-se na historia clinica, epidemiolégica e o
achado da intradermorreagdo de Montenegro positiva (MARSDEM, 1986).

Testes soroldgicos para determinar anticorpos anti-leishmania, utilizando a
técnica de imunofluorescéncia indireta e ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), podem
ser empregados em regiGes que nfo apresentam patologias que poderiam provocar resultados
falso-positivos, como por exemplo, doenga de Chagas ou Leishmaniose Visceral, devido 3
ocorréncia de reagfes cruzadas com outros tripanosomatideos. (MARSDEM, 1986).

O uso de anticorpos policlonais ou monoclonais para detectar a presenca de

formas amastigotas em material aspirado ou biépsia, ¢ uma estratégia que pode aumentar a




sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndsticos, principalmente o histopatologico
(LYNCH et al. 1986).

A confirmacdo da infeccdo deveria ser realizada pelo isolamento do parasita em
cultura especifica, diretamente a partir das lesdes do pacienie ou das lesSes desenvolvidas em
hamsters (Mesocricetus auratus), inoculados com este material, com maior sensibilidade quando
utiliza-se material macerado da bidpsia da mucosa atingida (WEIGLE ez al. 1987).

A Thistopatologia revela infiltrado celular composto de linfocitos ¢ células
plasmaticas, em proporgdes iguais. Outros achados sfo as formagSes de granulomas, com
diferentes graus de organizag¢fo, areas de necrose e vasculite. A presenga de parasitos no estudo
histopatolégico ndo € freqiiente e observou-se em 38% das amostras examinadas no estudo
realizado por (MAGALHAES et al. 1986). Algumas tentativas foram realizadas para estabelecer
correlagBes entre o padrio histopatoldgico e a evolugfo clinica da doenga mucosa (GUTIERREZ
et al. 1991), mas até o momento nenhuma classificagdo, com fins progndsticos, foi
universalmente aceita (BITTENCOURT et al. 1991).

Recentemente, a utilizagdo de sondas de DNA em PCR (polymerase chain
reaction) para detectar acidos nucléicos do parasita, em aspirados e/ou bidpsias das leses, tem-se
revelado como uma nova op¢ao diagndstica extremamente til em casos de leishmaniose mucosa,
onde usualmente o nimero de parasitos é baixo, o que limita a sensibilidade dos meétodos

convencionais (DEGRAVE er al. 1994).



3.2. RESPOSTA IMUNOLOGICA A LEISHMANIA

A resposta do hospedeiroe a infecgdo por L. (V.) braziliensis caracteriza-se pelo
aparecimenio de hipersensibilidade tardia, ou seja, pela reagfo intradérmica de Montenegro.
Paralelamente, ocorre a produgio de anticorpos especificos que podem ser tteis no diagnéstico
(CASTES et al. 1983). A reagfio do hospedeiro & infecgfio € um fendmeno dindmico que varia de
acordo com o tempo de evolugfo da doenga e a forma clinica. De forma geral, a capacidade de
lifoproliferagio das células dos individuos infectados é estimulada pelos antigenos do parasito ¢
pela produgio do interferon gama (CASTES ef al. 1984).

A magnitude da resposta celular esta relacionada com o tipo de doenga clinica,
sendo maior nos individuos com leishmaniose mucosa quando comparados com individuos com
leishmaniose cutdnea. Os individuos que apresentam cura espontinea das lesdes cutdneas,
mostram resposta mais intensa do que os individuos com lesdes clinicamente ativas, sugerindo
que esta resposta poderia estar relacionada ao sistema imunoldgico do individuo, no que se refere
ao controle da patologia (CARVALHO er al. 1985).

Existem evidéncias que nas lesBes mucosas haveria um padrio misto celular
com predominincia de um perfil T “helper” 2 (Th2), que contribuiria para a evolugfo cronica,
dificultando o controle da infecgdo neste local, apesar de ser observado um perfil T “helper” 1
(Th1) na produgdo de citocinas pelas células periféricas (PIRMEZ er al. 1993).

Alguns autores sugerem que durante a fase inicial da infecgfio, o individuo
apresentaria uma deficiéncia na resposta, enquanto nio houvesse uma definigio do equilibrio ou
predominfincia na produgfo de algumas citocinas. Estas estariam envolvidas na fase crucial da

relagdo parasito-hospedeiro e seriam o “transforming growth factor-B” (TGF-B) e a interleucina —



10 (IL-10) como depressoras da resposta imunologica efetiva, favorecendo a ativagio de uma
resposta do tipo Th2, INF- y e a IL-12 ¢, contrapondo esse efeito, favoreceriam o aparecimento
de uma resposta protetora do tipo Thl (HEINZEL, 1994; ALMEIDA er al. 1995; BARRAL et al.
1995, BARRAL-NETTO et al. 1995).

Um determinado perfil de resposta imunologica, especificamente relacionada
com a produgio de citocinas que caracterizam as respostas do tipo Thl ou Th2, estaria associada
a suscetibilidade ou resisténcia a infecgfio por espécies do género Leishmania nos modelos
animais (LOHOFF er al. 1998). A principal citocina envolvida neste tipo de resposta € a IL-4
(SCOTT & FARRELL, 1998).

As citocinas podem ainda inibir a infeccBio de macrofagos em cultura. O IFN-y
e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram identificados como as citocinas eficientes na
resisténeia da leishmaniose. O IFN v, talvez o TNF-q, levam ao aumento da produgfo do 6xido
nitrico (NO) pelos macrofagos, o qual se acredita ser o agente responsdvel pela morte dos
parasitas (DE PAULA, 1999).

O oxido nitrico ¢ sintetizado a partir da oxidagio do atomo de nitrogénio
guanidico terminal da L-arginina (PALMER er al., 1988), por agio da enzima oxido mitrico
sintase induzida (NOSi), sendo as citocinas importantes moduladoras de sua expressdo. Em
macréfagos murinos, a NOSI pode ser induzida por citocinas, como IFN-y (DING ez al., 1988) e
TNF-o. (DRAPIER et al,, 1988). Citocinas liberadas por linfocitos Th2 como IL-4 ¢ IL-10,
inibem a atividade microbicida de macrofagos. Neste sentido, demonstrou-se que o pre-

tratamento de macréfagos com estas citocinas inibe de maneira dose-dependente a indugdo da

enzima NOSi (DING er al., 1988}.
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A relagio direta entre a atividade microbicida de macrofagos estimulados, e a
produggo de NO, foi verificada por meio da utilizag8o de analogos metilados da L-arginina, como
¢ o case da N-monometil-L-arginina (L-NMMA). O pré-tratamento de macrofagos com
inibidores da NOS: inibe a producio de NO e a atividade microbicida destas células (GREEN et
al., 1990; LIEW er al., 1990).

Especificamente em relag8o ao género Leishmania, macréfagos peritoneais de

camundongos estimulados # vitro com IFN-y, em presenga de lipopolissacarideo {LPS), liberam

grandes quantidades de NO destruindo o parasita intracelular. (LIEW et al., 1990).
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3.3. QUIMIOTERAPIA DA LEISHMANIOSE

Do ponto de vista histdrico, existem evidéncias que apontam para © uso de
antimbnio como cosmético no antigo Egito, que provavelmente foi muito difundide, pois era
levado ao Vale do Rio Nilo desde terras remotas do sul, provavelmente do atual termtorio do
Mongambique (THORWALD, 1962). Sabe-se que durante a época da civilizagdo egipcia, o
tratamento da esquistossomose haematdbica incluia o uso de antiménio (MAGUIB, 1963).

Mais recentemente foi utilizado o tartaro emético, forma tnvalente do
antimdnio, para esquistossomose ¢ leishmaniose visceral. Os efeitos colaterais limitaram o uso
destes medicamentos (STECK, 1972).

Chamamos de antimoniais a complexos moleculares formados pelo metaléide
antimdnio (Sb), utilizado hoje na forma pentavalente do &cido antimbnico, acoplado a

carboidratos (MARSDEN, 1985a; BERMAN, 1988),

O nome de Gaspar Vianna tem importincia historica fundamental ndo apenas

pela acuidade das suas observagdes no sentido de separar taxonomicamente a Leishmania
braziliensis das outras espécies, mas por ter sido o primeiro a usar 0s anfimoniais no tratamento
da LTA, em 1912, sob a forma trivalente (HAMANN, 1985).

Em 1920 foi produzido pela primeira vez um antimonial na sua forma
pentavalente por BRAMACHARYI, ¢ nesta década teve particular importéincia na india, que o
utilizou no tratamento de leishmaniose visceral (NAPIER, 1927).

Depois da II Guerra Mundial, a disponibilidade do medicamento no Terceiro
Mundo ficou dependendo basicamente dos interesses e da penetragio no mercado de grandes

casas farmacéuticas. Enquanto nagdes como a India e a China produziam seu proprio antimonial,
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a maior parte dos paises dependia do fornecimento dos Laboratorios Wellcome, da Gra Bretanha,
e Rhodia da Franga (MAQUIB, 1963).

A Rhodia tem enfrado com ¢ antimoniato de n-metil glucamina Glucamina
(Glucantime®) no mercado latino-americano. Sua eficicia no fratamento de leishmaniose mucosa
fem sido assinalada ha mais de {rés décadas no Brasil, vindo a constituir a base da terapia da
doenga no nosso pais, sendo recomendado pela Organizagio Mundial da Satide (WHO, 1984).

A disponibilidade desse farmaco tem sido grandemente limitada em paises onde
os fendmenos de violéncia politica, nas dreas rurais, fazem com que a distribuicio de
medicamentos usados no tratamento de endemias como maléria e a leishmaniose seja proibida
pelas proprias autoridades, tornando mais dificeis ainda as j& obscuras perspectivas de controle
dessas enfermidades (HAMANN, 1989).

As drogas de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose mucosa sdo os

antimoniais pentavalentes e as alternativas nos casos da falta de resposta a estes medicamentos

sdo anfotericina B e pentamidina, drogas de segunda escotha (MARSDEN, 1985;;). -

O antimonial pentavalente disponivel no Brasil é o antimoniato de meglumina
(Glucantime®, Rhodia Farma. LTDA. do Brasil) que ¢ distribuido em ampolas de 5 mL, sendo
empregado nos paises de lingua ndo inglesa, j4 o estibogluconato sédico (Pentostam® Wellcome)
consiste no antimonial mais utilizado nos paises de lingua inglesa, ambos sdo antimoniais
pentavalentes. Acredita-se que esses antimoniais atuam inibindo as vias glicoliticas e a beta-
oxidagdo de acidos graxos do parasito (BERMAN et al. 1987a).

Sabe-se que o estibogluconato sodico (Pentostam® - Wellcome), é absorvido
rapidamente depois da injegdo intramuscular e desaparece também rapidamente do
compartimento intravascular devido & imediata excregdo pelo rim e a biotransformagio em

antimonial trivalente (SbIII) cuja excreco € mais lenta, assim como a distribuigio pelos outros

T Y S N T
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compartimentos corporais. Tem-se documentado o efeito acumulativo de doses consecutivas
(CHULAY et al. 1988).

Segundo a Organizacio Mundial de Saide, a dose recomendada para o
fratamento da leishmaniose cutinea ¢ equivalente a 10-20mg de antimdmo/Kg/dia, por trés
semanas, € para a leishmaniose cutdnea mucosa, € de 20mg/K g/dia, durante 28 dias.

O antimonial pentavalente apresenta problemas como falta de padronizagio do
contetdo de estibogluconato sddico por ampola, o desconhecimento sobre as condigles ideais de
armazenamento (BERMAN, 1988) e ainda a presenca de (SbIl) em quantidades varidveis
(FRANCQO, 1992).

A toxicidade que atinge principalmente o aparelho cardiovascular constitui
importante limrtagdo para uma aplicagiio segura desses antimoniais (HERWALDT & BERMAN,
1992). Também pode ocorrer toxicidade renal e osteoarficular, esta altima nem sempre se
relaciona com a droga. A pancreatite parece ser inicialmente um efeito colateral raro, mas
(MC CARTHY, 1993).

O figado pode ser atingindo de forma leve e assintomatica, caracterizando a
lesdo pelo aumento discreto das ifransaminases. O sistema hematopoiético tambeém pode ser
afetado. Em geral, todos esses efeifos estdo associados com a dose (HEPBURN, 1993).

As falhas terapéuticas com estibogluconato sodico sfo freqiientes, € na dltima
década tem recebido atengfo para o problema da resisténcia de diferentes espécies de Leishmania
a esta droga. O mecanismo de resisténcias ndo tem sido completamente esclarecido, mas o
fendmeno ¢ um fato provado categoricamente. As falhas terapéuticas nem sempre significam
resisténcia aos antimoniais; ouiros fatores como dosagem inadequada, alteracOes nas

caracteristicas do medicamento em condigdes de armazenamento deficiente ¢ problemas com a
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resposta imunoldgica do paciente, podem ter um papel no fendémeno {OUELLETTE &
PAPADOPOULQOU, 1993).

Em relagdo ac mecanismo de aclio, nfo existe certeza a respeito desses
processos aos quais poderiam atribuir um efeito terapéutico aos antimoniais. De um Jado existem
evidéncias da atividade in vitro sobre os sistemas bioenergéticos do protozodrio, como a inibiggo
da sintese de adenosina trifosfato (ATP) e guanina trifosfato (GTP), a partir de seus precursores
adenosina disfosfato (ADP) e guanina difosfato (GDP), sobre a forma promastigotas de L. (L.)
amazonensis, submetidas 4 agfo do antimonial. Esta inibi¢8o levaria a uma redugio da producio
celular de macromoléculas, fendmenos explicados pela inibigio na oxidagdo de acidos graxos, no
metabolismo da glicose, e de enzimas mitocondriais, necessarias para a fosforilagio oxidativa
(BERMAN er al.,, 1985; BERMAN & GALLALEE, 1987b; BERMAN, 1988).

Existem evidéncias de um efeito antiparasitario por meio de agdes sobre o
sistema imunologico, modulando as respostas celulares, e que pode ser verificado para outros
agentes quimioterapéuticos. Sabe-se que imunomoduladores como o Levamisole® podem
diminuir a gravidade da infecgfio por L. enrierti, em modelos experimentais conhecidos (REZAI
etal., 1988),

A capacidade leishmanicida do macréfago pode ser afetada, por um efeito
supressor dos antimoniais. Porém, existem evidéncias no sentido contrario, isto €, apontando para
efeitos imuno-estimulantes, ja que a maioria dos imuno-moduladores possui agio sobre diferentes
sub-populagdes de celulas, agdes que por vezes sdo contrarias dependendo da dosagem utilizada
(GOTO et al., 1988).

Em particular, na doenca produzida por L. (¥.) braziliensis, os dados indicam

que os efeitos benéficos da terapia antimonial podem decorrer de um aumento da resposta imune

especifica, mediada por células “T” (MENDONCA er al., 1986).
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As drogas de segunda linha de tratamento s8o anfotericina B e pentamidina. A
anfotericina B € um antibidtico poliénico com atividade leishmanicida reconhecida (BERMAN,
1988). O mecanismo de agBo faz-se através da afinidade pelos esterdis da membrana celular,
preferencialmente os substituidos no carbono 24, como por exemplo, o ergosterol. Embora a
atividade leishmanicida iz vitro possa ser considerada maior que 2 do estibogluconato sodico, os
efeitos colaterais, em até um tergo dos pacientes, sfo caracterizados pela nefrotoxicidade,
alteragBes eletroliticas e cardiotoxicidade e limitam sua utilizagio fora das institmgBes
hospitalares (OLLIARO & BRYCESON, 1993).

O aparecimento da anfotericina B lipossomal diminuiu de forma significativa
os efeitos toxicos da droga, permitindo o uso de doses maiores, mas apresenta o problema de
custo elevado, o que a faz inacessivel para o uso geral (OLLIARD & BRYCESON, 1993).

Em relacdo a pentamidina, essa substidncia € uma diamina aromatica, cuja agdo

leishmanicida esta relacionada com a competigiio com as poliaminas, pelos locais de ligag@o nos

acidos nucléicos, podendo-se unir preferencialmente ao DNA do cinetoplasto do parasita,

podendo inibir também a atividade da timidilato-sintetase alterando potencialmente a sintese de
DNA. Embora seja uma droga til no tratamento de Leishmaniose Mucosa (LM), o seu uso
apresenta limitagSes, devido aos efeitos colaterais como hipotensdo, nduseas € vOmitos,
nefrotoxicidade, hipoglicemia, diabetes e abeessos estéreis. A hipotensdo, que se apresenta em
10% dos casos apds a administragdo intramuscular, constiti uma limitagfo importante para a sua
utilizacdo em condig¢Bes de campo (OLLIARD & BRYCESON, 1993).

Com o intuito de encontrar novas substéncias ou medicamentos de menor
toxicidade e de custo inferior, que poderiam ser utilizados nos tratamentos de casos da infec¢do,
bem como em situagBes de resisténcia parasitiria, diversos autores vém averiguando a

possibilidade de utilizagdo de substAncias de origem animal ou vegetal e produtos sintéticos na

00 e
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teraplutica da leishmaniose (FOURNET et al. 1994; RIBEIRO ef al, 1994; SANT 08, 1997,
MACHADO er al. 2000).

A Diamino-difenil-suifona @apsona®), foi wutilizada com sucesso na
Leishmaniose Cutdnea (LC) do Velho Mundo, mas nio demonsirou vantagens em curto prazo
sobre o antimonial no tratamento da LC, determinada por L. (¥,) braziliensis (MECHAN-
HAMANN er al., 1988).

O cetoconazol, administrado em ratos por via oral, a uma dose de 400mg por
dia em um periodo de 15 a 90 dias, apresentou resultados positivos para L. mexicana e L.
panamensis, mas em relagio a L. braziliensis ndo apresentou resultados satisfatorios (BERMAN,
1997).

O sulfato de aminosidina, um aminoglicosideo com estrutura idéntica a
paramomicina, tem mostrado bons resultados contra formas do género Leishmania em ensaios
realizados in vitro € in vivo (HEPBURN et al., 1994). Os autores observaram uma taxa de 48%
de cura em pacientes com a forma mucosa de leishmaniose, com um tratamento de duragdo de 1
ano, relatando para os individuos tratados efeitos colaterais fregitentes, como dor no local em
86%, proteinuria em 24% dos pacientes e perda auditiva sub-clinica em um paciente submetido a
audiometria (ROMERO et af, 1998).

O antibiético paramomicina foi utilizado na India € no Quénia em pacientes
com Leishmania Visceral, resistentes ao tratamenio & base de antiménio, obtendo resultados
favordveis nestes pacientes (BERMAN, 1997), visto que em outras espécies, como por exemplo,
na L (V) braziliensis, os resultados ndo foram eficazes (CHANCE, 1995). GROGL et al. (1999),
analisaram a paramomicina associada a gentamicina, em aplicagio topica em camundongos

mfectados com L. mgjor e L. mexicana, obtendo resultados satisfatérios.
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A sintese e a avalia¢io de dinitroanilinas, bem como a verificagdo da atividade
do albendazol sobre L. (L) infantum, foi relatada por ARMSON er al., (1999), onde os autores
avaliaram, comparativamente, a atividade dos compostos mediante a verificagdc da incorporagéo
de [*H] timidina pelas formas amastigotas e promastigotas do parasita. Os autores aventaram
assim a hipotese de que a tubulina do complexo protéico, apresentado na superficie da membrana
parasitdria, possa ser um dos caminhos para o descobrimento de novas substincias para ©
tratamento da leishmaniose.

FOURNET er al. (1994), avaliaram a atividade leishmanicida dos compostos
isolados do vegetal Ampelocera edentula, uma planta boliviana utilizada para o tratamento das
LC. A suscetibilidade de cinco diferentes espécies de Leishmania foi avaliada, em ensaios
realizados sobre as formas promastigotas realizados ir vitro, onde o ICq dessas avaliagBes foram
insignificantes, onde em concentragdes mais baixas, como por exemplo, 25ug/mL, ndo
apresentou uma atividade inibitoria contra a multiplicagdo dos parasitas. Em relag@o aos ensaios
in vivo, realizados com camundongos BALB/C infectados com L. amazonensis e tratados com
isolados da planta Ampelocera edentula, observou-se que apés 28 dias de tratamento, as lesGes
apresentaram tamanhos semelthantes ao grupo tratado com o Glucantime®.

A atividade leishmanicida do extrato etandlico do caule e das folhas de
Plumbago scadens (Plumbaginacea), foi investigada. O extrato do caule foi capaz de inibir em
88% o crescimento das formas promastigotas da L. amazonensis a uma concentragdo de
100pg/mlL. Na mesma concentragio, a atividade contra as formas amastigotas intracelulares do
extrato do caule foi de 61%, sem que nenhum efeito toxico fosse observado sobre os macrofagos
ou células totais de linfonodos de camundongos, indicando uma ag8o seletiva para os parasitas.

Segundo os autores, a menor atividade sobre as formas amastigotas pode ter ocorrido pelo fato de
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existirem diferencas metabdlicas entre as duas formas, e o extrato estar agindo sobre uma
determinada via mais importante para a promastigota, do que para a amastigota, como por
exemplo, a via glicolitica (SANTOUS, 1997).

Andlogos da isqualamina foram investigados e demonstraram atuar como
potentes compostos tripanocida e leishmanicida. Vérios dos compostos avaliados demonstraram
uma atividade significativa in vitro contra Trypanosoma brucei e L. donovani e pouca atividade
contra 7. cruzi. Nos ensaios i vivo ndo foi observado efeito contra os animais infectados com 7.
brucei, tratados com uma dose de 50mg’kg, durante 4 dias pela via intraperitoneal, e somente
uma redugdo de 16% na carga parasitéria dos animais infectados com L. donovani, tratados pela
via intraperitoneal, com a mesma concentragio, durante 5 dias (KHABNADIDDEH er ai., 2000).

A atividade leishmanicida de neolignanas, isoladas de Virola surinamensis,
bem como seus analogos sintéticos, foram avaliadas sobre Leishmania donovani em culturas
axenicas ¢ celulares e em animais experimentais. Algumas substincias foram ativas contra as

formas promastigotas do parasita, mas nio demonstraram atividade seletiva quando testadas

sobre as formas amastigotas, em animais experimentais. Outras foram ativas para as formas
amastigotas cultivadas em macrofagos, demonstrando uma toxicidade para estas células. Ainda,
foi verificada a atividade de outros andlogos contra as formas amastigotas cultivadas em
macrofagos, mas que no atuaram sobre as formas promastigotas (BARATA ez al., 2000).

Ainda em relagéio 4 busca de novos produtos quimioterapicos, KAYSER et al.
(2000), estudaram uma série de derivados de naftoquinonas monoméricas e diméricas (substincia
de origem natural), sobre as formas promastigotas de diversas espécies de Leishmania,
encontrando uma grande variabilidade de atividade entre as mesmas.

A avaliacdo da atividade leishmanicida em relagdio a 20 chalconas, isoladas de

plantas, foi realizada in vitro. Observou-se o efeito inibitorio de uma série de chalconas sobre a
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evolucdo das formas promastigotas extracelulares das espécies L. donovani, L. infantum, L.
enrietti € L. major e sobre as formas amastigotas intracelulares da L. donovani. Na avaliagio
sobre as formas amastigotas intracelulares foi observada uma tfoxicidade moderada contra as
células do hospedeiro (KAYSER & KIDERLEN, 2001).

Em relagio as substincias ou compostos provenientes de animais, um dos
trabalhos que mais se destaca na literatura € aquele realizado por RAMOS et a/., (2000}, onde os
autores relatam a eficacia de veneno de serpentes irradiado sobre as formas promastigotas de
Leishmania. Os autores constataram uma excelente eficacia desse tipo de composto, uma vez que
o ICs, encontrado foi de 95 ng/ml, sendo o mesmo considerado insignificante quando

comparado ao DLsg, que foi de 0,5 mg/Kg.
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3.4. APROPOLIS NA TERAPEUTICA

A propolis, ou “cola das abethas, € um material resinoso, balsimice coletado
pelas abelhas de botdes florais e cascas de certas arvores € plantas, utilizadas pelos sacerdotes do
Egito ¢ pelos gregos, que deram origem a seu nome “Pro”, em prol ¢ “polis”, cidade; as abelhas
utilizavam a propolis em prol da cidade, ou seja, protegendo as colméias contra o ataque de
insetos € contra materiais estranhos que ficavam retidos e eram mumificados. Também foi usada
pela civilizac&o dos ricos contra infecgSes e, na Africa do Sul foi empregada durante a guerra dos
boéres (1899-1902) como cicatrizante. Aristoteles considerava a propolis como um remédio para
os males da perna, as “chagas e as supura¢des” (AZEVEDO, 1986).

A propolis foi redescoberta em nossa era por varios pesquisadores que estudam
suas verdadeiras propriedades € o seu real aproveitamento para a saude do homem, sendo que na
Europa (Bloco Soviético, Franga e Alemanha) tém-se realizado pesquisas com resultados
surpreendentes em diversos tipos de patologias- (AZEVED01986) )

Essencialmente, a propolis ¢ uma resina natural, com um odor agradavel, e
geralmente composto por 55% de balsamos ¢ resinas, 30% de ceras, 10% de 6leos e 5% de polen
(MITAMURA e al. 1996). Os componentes caracteristicos da propolis sdo varios flavondides
agliconas, isto €, flavononas acompanhados por acidos fendlicos, seus ésteres, aldeidos fendlicos,
alcoois, cetonas, acidos cindmico, terpenos e acido caféico (PARK & IKEGAKI, 1998
CAMPOS, et al. 1998).

Por meios de diversos estudos ja realizados com a propolis, esta possui diversas
agbes farmacolégicas como antibacteriana, antiviral, antifimgica, anestésica, antiinflamatéria,
antioxidante, hipotensivo, imunoestimulante e citostatico (PARK & IKEGAKI, 1998; CAMPOS,

et al. 1998),
m
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DANILOV (1988), utilizou a propolis em 680 pacientes com diferentes
enfermidades da pele. Os resultados deste tratamento servem de embasamento para a hipotese de
gue “a propolis possul propriedades teraputicas determinadas, sendo possivel o seu emprego no
tratamento de pacientes com enfermidades da pele”.

VANHAFELEN (1979) realizou um estudo sobre as origens, constituicio
quimica e atividade terapéutica da propolis, concluindo que existe uma atividade anti-bacteriana
sobre 0s germes gram-negativos e gram-positivos, antifungicida, de efeito importante na
regeneragdo dos tecidos além de uma agfo anestésica acentuada.

Foi constatado que a propolina, obtida do extrato da propolis, ativa o organismo
quanto 4 formagdo de anticorpos, ativando a fagocitose € a formago de proteinas no sangue,
além de promover consideravelmente a regeneragdo do tecido. Sua acfo antibidtica tem um
amplo espectro, tanto bactericida como bacteriostatico (AZEVEDO er al., 1986),

SCHELLER et al. {1977b), estudando a atividade antiparasitaria do exirato de
propolis, a uma concentragdo de 150mg/ml, constataram uma atividade in vitro letal sobre trés
diferentes cepas de Trichomonas vaginalis.

Foi verificada a atividade anti-protozoarios da propolis em animais
experimentais infectados com Eimeria magna, Eimeria media e Eimeria perforans, tratados com
3% de extrato etandlico de propolis e outras drogas antiprotozoa. O efeito coccidiostatico da
propolis foi maior quando comparado a outras drogas (HOLLANDS, 1988). Preparagdes da
propolis foram classificadas como um bom coccidiostitico contra Chilomonas paramecium
(HOLLANDS, 1988).

TORRES et al. (1990) verificando a atividade do exfrato da propolis sobre
Giardia lamblia, 2 uma concentragio de 11,6 mg/mL, observaram em ensaios realizados in vitro

uma inibico do crescimento do parasita de aproximadamente 98%.

O 0
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HIGASHI & DE CASTRO (1994) demonstraram que o extrato de propolis
possui atividade in vitro sobre os trés estagios evolutivos de desenvolvimento de 7, cruzi.

Também, os autores avaliaram o efeite em diferentes formulag@es do extrato de prépolis em ratos
infectados com uma carga parasitaria de 10° das formas infectantes do parasita, njo observando

nenhuma atividade in vivo (DE CASTRO & HIGASHI, 1995),

Recentemente, MACHADO et al. (2000) estudaram a atividade da propolis
sobre as formas promastigotas de 3 diferentes espécies do género Leishmania, encontrando
resultados significativos. Os autores observaram que os valores de ICs; foram especificos para
cada espécie avaliada: L. amazonensis, de 88,1 + 4,1pg/mL; L. braziliensis, de 35,8 + 3,1pg/mL;
L. chagasi, de 552+ 1,7 ug/ml..

Devido ao aumento da utilizagdo da propolis, os seus efeitos colaterais foram
observados com uma maior freqiiéncia. TODOROV er al. {1968) durante pesquisa com a
propolis, demostraram que extratos alcodlicos e aquosos da prépolis ndo ocasionaram irritagdes
nos tecidos, aparentando uma baixa toxicidade. Existem poucos casos de hipersensibilidades a
propolis, demonstrados por BURNNEY (1968), onde quadros de dermatites raramente se
manifestam. Nos casos que a propolis pode provocar uma reagio alérgica, recomenda-se uma
aplicag@o de creme siliconado na superficie antes da aplicagio (BURNNEY, 1968).

Para HAUSEN et al. (1987a), a propolis contém alguns componentes que
causam toxicidade. Dermatite dos apicultores causada pela propolis ¢ bem conhecida, e uma
aparente associagdo entre a sensibilidade da prépolis e resina tem sido observada.

HAUSEN et al. (1987b) descreveram a incidéncia de 200 casos de dermatites

alérgica ao propolis. Eles identificaram uma substéincia, a 1,1 dimetil-alil acido cafeico, como
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responsavel pela alergia. O flavonoide tectocrisina foi considerado um segundo alérgeno, embora
SCHMALLE et al. (1986) revelaram que o tectocrisina foi pouco sensibilizante.

Observagbes sobre a propolis, usada oralmente, sugeremn que a absorgio
intestinal poderia executar um papel importante na prevengio da aco sensibilizante da propolis,
limitada na extensdio da administragdo oral, podendo ser proveitosa na prevencdo de alergias
desencadeadas pela propolis (MACHACKOVA, 1988),

Ja em estudos toxicologicos realizados sobre a propolis na Universidade de La
Habana, chegou-s¢ a um exaustivo estudo da toxicidade subcrbnica deste composto, e as
conclusdes foram que a propolis no ocasiona alteragBes patologicas no organismo, mesmo
guando se utilizam doses consideradas altas do ponto de vista toxicologico (HOLLANDS, 1988).

Em um outro estudo realizado em La Habana, observou-se que a propolis
administrada por via oral exerce um efeito citohepatoprotetor em ratos submetidos a uma dieta
com alcool (MANDADO, 1988). Embora ndo seja clara a toxicidade da propolis, algumas

alteragdes ja foram constatadas, mas os pesquisadores acreditam nfo ter dados suficientes para

impedir a utilizag3o desse agente terapéutico.
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3.5. A HOMEOPATIA COMO TERAPEUTICA

Ja em relago aos medicamentos homeopaticos, do tipo bioteripico, a literatura
cientifica nada relata quanto a utilizagBo desses produtos no tratamento da leishmaniose.
Entretanto, existem vérios trabalhos experimentais e clinicos demonstrando a utilizag8o desse
tipo de medicamento no tratamento da doenca de Chagas experimental e clinica, sendo ¢ mesmo
preparado a partir de formas de cultivo de 7. cruzi (RIBEIRO et al., 1989; NASI ef al. 1994;
LOPES et al. 1994),

A Homeopatia foi documentada por Hahnemann, em 1790, quando fazia a
tradugdo da matéria meédica do médico Willian Culen, sobre a agio da quinina no tratamento da
maldria. Hahnemann experimentou a quinina € comegou a sentir os mesmos sintomas que a
malaria provocava, descobrindo entfio o principio maior da Homeopatia, que é a Lei de

Similitude, onde “uma substincia que € capaz de provocar doenga em uma pessoa sadia é capaz

1988).

Para falarmos em pesquisa homeopatica no Brasil, temos que fazer uma volta
ao passado, mais precisamente ao ano de 1840. Benoit Mure, foi provavelmente quem iniciou a
pesquisa homeopatica no Brasil, tendo estudado patogeneticamente plantas e animais brasileiros
descritos no livio Patogenesias Brasileiras. A ele se seguiram alguns poucos trilhando esse
mesmo caminho da determinaco de novas patogenesias (POZETTI, 1988).

A Homeopatia se encontra nos dias de hoje confrontada e desafiada pela ciéncia
atual a comprovar seus principios. Faz-se necessario entio que a Homeopatia, frente aos avangos
cientificos e metodoldgicos deste final de século, atualize seus métodos de pesquisa, para sair do

estatuto dogmatico e mistico e comprovar 0 que Hahnemann intuin em sua nomenclatura

e S ——
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original, a partir de suas observagles experimentais e clinicas. A pesquisa homeopatica deve
assim caminhar em frés dire¢fes complementares para dar sustentagfo, comprovacgdo e ampliar a
teoria € praticas. Estes aspectos envolvem a pesquisa bésica fisico-guimica, os ensaios biologicos
experimentais e os estudos clinicos controlados (SOUZA, 1999).

As preparagSes homeopaticas sdo realizadas com substincias de origem
vegetal, mineral, animal e produtos biologicos. As primeiras contribuem com o maior nimero de
matérias primas e utiliza, geralmente, plantas coletadas em seu habitat natural que sio usadas em
estado fresco para a obtenc@o da tintura-mée (TM) ou preparagdes basica, as diluigles e
dinamizacbes (ABECASSIS er af., 1980).

As de origem mineral ou quimica compreendem substincias simples e
compostas e sdo preparadas por frituragio ou diluigio, dependendo da solubilidade nos
excipientes e veiculos homeopaticos, o que permite a utilizagdo de materias-primas, tais como,
sal marinho, o petrdleo e outros (ABECASSIS ez al. 1980).

Em relagfo as de origem animal incluem-se as tinfuras-mée preparadas com

animais inteiros vivos, como Apis mellifica, Formica rufa, ou dessecados, como Cantharis,
Coccus cacti ou ainda, de venenos, como aqueles de Lachesis muta, Crotalus horridus dentre
outros; os organoterdpicos, preparados a partir de orgdos frescos liofilisados de animais sadios, e
0s opoterapicos, preparados a partir de po de orgdos dessecados (ABECASSIS er al. 1980).

Segundo POZETTI (1990), a patogenesia de uma dada substincia compreende
o conjunto de sintomas que essa substincia provoca no individuo sadio, quando a ele € ministrada
em doses sub-téxicas. Desta forma, com a experiéncia no homem sadio, se demonstra a lei do
semelhante, o principio fundamental da homeopatia.

A Lei de Similitude é um principio de ordem farmacologica que diz: qualquer

substincia que, administrada em doses fortes (sub-toxicas), produz no homem séo e sensivel
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determinados sintomas, ¢ capaz de curar os mesmos sintomas em doses potencializadas, isto &,
apos diluigdo e sucussio (agitagdo).

As preparagBes realizadas a partir de predutos bioldgicos (bioterapicos),
compreendem as secregdes, excregdes, tecidos e orgdos patologicos ou ndo, produtos de origem
microbiana € alérgenos. Os bioterdpicos podem ser classificados em bioterapicos de estogue ¢
isoterapico, onde este ultimo se divide em auto e heteroisoterapico, os bioterapicos de estoque,
sdo produtos cujo insumo ativo € constituido por amostras preparadas e fornecidas por
laboratorios especializados, os auto-isoterapicos, 0 insumo ativo ¢ obtido do proprio paciente
como calculos, fezes, sangue, secregdes, urina, e s6 a ele destinados, e os heteroisoterapicos, os
insumos ativos sdo externos ao paciente e que, de alguma forma, o sensibilizam como os
alérgenos, poeira, polém, solventes, e outros (FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 1997).

Existem bioterdpicos simples como “vacinas de estoque” ¢ complexos,

constituidas por culturas microbianas puras, lisadas e atenuadas em condigﬁe_s_gjetenningc}a_sa sdo

aqueles definidos pelo seu modo de obtengdo ou de preparagio (FARMACOPEIA
HOMEOPATICA BRASILEIRA, 1997).

Apos Hahnemann temos um hiato em relag3o 4 pesquisa cientifica usando as
diluigdes infinitesimais {preparado homeopatico) que comegou a ser preenchido por trabalhos
come o de WURMSER (1957) ¢ VISCHINIAC (1965), que evidenciaram a atividade do
preparado homeopatico em experimenta¢3o animal.

BILDET ez al. (1981), demonstraram que as doses infinitesimais de tetracloreto
de carbono 7CH protegeram os ratos de danos hepéticos graves provocados por uma injegéo da
mesma substéncia toxica. Esses autores estudaram, em 1984, a agfio preventiva do Phosphosrus

7CH e 15CH, adminisirados previamente 4 intoxicacio pelo tetracloreto de carbono. Os

e —
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resultados bioguimicos ¢ anatomopatolégicos demonstraram que o Phosphorus, nas diluigdes
7CH e 15CH, apresentaram um efeito hepatoprotetor.

COTTE & BERNARD (1983) observaram os efeitos de diluigdes
hahnemannianas de Mercurius corrosivus sobre a multiplicacdo de fibroblastos em células
intoxicados por cloreto de mercario. O tratamento preventivo por Mercurius corrosivos na
dinamizaco de 5CH e 15CH protegeu as células da intoxicacio por esse metal.

A acdo dos imunomoduladores: o fator timico sérico (FTS) e o exirato de
Thymus, ambos foram estudados por BASTIDE er al. (1985), em dinamizagdes de 4CH, 7CH,
9CH e 12CH, sobre ratos swiss considerados sadios e ratos NZP considerados imunologicamente
deprimidos por uma involugdo precoce do fimo. No primeiro grupo observou-se uma
imunodepress3o, e no segundo uma estimulagio tanto para 0 Thymus como para o FST.

TUCANDUVA (1986} sugere que hd uma protegio conferida a camundongos

contra a intoxicagdo aguda pelo sulfato de atropina, quando se utiliza esta droga, diluida ¢

_dinamizada. Mostra ainda que a resposta de Atropina sulphuricum 12CH foi mais efetivadoque

com 6CH, 20CH e 30CH.

SANTOS (1990), em experimento realizado com ratos previamente injetados
com aloxana, obieve 53% de queda da taxa de glicose nos animais tratados com o fitoterapico
Myrcia uniflora ¢ com o homeopdtico Aloxana 6CH. Os tratados com Daonil® (Glibenclamida)
demonstraram uma reducBo da taxa de 61.3%. Estes resultados demonstraram a eficdcia do
medicamento homeopatico no tratamento da diabete aloxanica experimental.

Em ensaios clinicos, utilizando o bioterapico Trypanosominum TC D 30 em um
grupo de pacientes portadores da doenga de Chagas na forma cronica sintomatica, foi observado

uma melhora do quadro sintomatolégico da doenca, com maior evidéncia de formas iniciais e
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intermedidrias dessa fase da infecgfo. Em relagdo a fase cronica tardia, nio se obteve resultados
positivos (GERALDINO, 1986).

RIBEIRO er al. (1987) realizaram um estudo comparativo dos indices de cura
de camundongos infectados com a cepa Y e Bolivia de 7. cruzi, tratados com quimioterapicos
(Nifurtimox e Benzonidazol) e bioterapico (Trypanosominum TC D 30). Os resultados obtidos
em relagdo a cepa Y foram de 60% de cura dos animais tratados com bioterapico, contra 35% do
Nifurtimox e 57% do Benzonidazol. Ainda, os autores observaram que o Nifurtimox ndo
apresentou resultados satisfatérios em relagio a cepa Bolivia, enquanto que o benzonidazol
apresentou 18% de indice de cura, contra 52% do medicamento bioterapico, nfo sendo observado
nenhum efeito toxico deste ultimo.

Efeitos de fatores humorais do camundongo tratado com o bioterapico,
Trypanosominum TC D 30, em testes de lise de 7. cruzi, realizados in vitro, foram avaliados por

RIBEIRO et al. (1989). Neste experimento foram utilizados soros de camundongos tratados com

enquanto que 0s tripomastigotas incubados com o soro humano inativo ndo foram lisados.

NASI et al. (1994) avaliaram o grau de protegdo determinado pelo bioterapico
Trypanosominum TC D 30, em camundongos, frente 4 infecgio pela cepa Y de T.cruzi. Apds o
tratamento preventivo dos animais sadios, por um periodo de tempo de 10 dias, os autores
observaram que o medicamento homeopético conferiu um maior grau de protegio contra a
infeccdo chagésica aqueles animais infectados apés um periodo superior a 20 dias, ap0s o
tratamento, aventando assim a possibilidade de ativagio do sistema imunoldgico pelo
medicamento.

LOPES et al. (1994) avaliaram o parasitismo tissular e histometria em 4rgdos

de camundongos infectados com as cepas Y e Bolivia de 7. cruzi e tratados com o bioterapico TC

m
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D 30 . Histologicamente, foi observada uma diminui¢io do parasitismo tissular nos tecidos
cardiacos e hepaticos dos animais em experimentacgo.

C estudo do comportamento das formas tripomastigotas sangiiineas de 7.cruzi
das cepas Bolivia SN (predominantemente formas tripomastigotas delgadas) e Bolivia SD
{(predominantemente formas {ripomastigotas largas), em camundongos controles e tratados com
bioterapicos foi realizado por RIBEIRO ef al., em 1994, Neste trabalho os autores observaram
que, quando inoculadas em camundongos controles, as formas tripomastigotas delgadas
desaparecem rapidamente da circulagfio, realizando seu tropismo tecidual, 20 passo que as formas
largas continuam circulando por alguns dias. Nos animais tratados com o bioterapico TC D 30, as
formas tripomastigotas delgadas sfo precocemente destruidas, enquanto que as largas sdo mais
resistentes, permanecendo por mais tempo na corrente circulatoria, concluindo assim que as
formas delgadas do parasita apresentam uma maior suscetibilidade ao medicamento.

Os resultados encontrados pelos autores demonstraram que o Trypanosominum
inclusive indicado na matéria médica homeopatica mundial.

Diante de toda problemética em relag8o ao tratamento da leishmaniose, o
interesse pela pesquisa de novas substincias com atividade biolGgica sobre Leishmania vem
sendo ampliado com o infuito de obtencio de novos compostos capazes de atuarem sobre o
parasita, porém desprovidos dos graves efeitos colaterais. Em relagio aos trabalhos citados
anteriormente, a propolis vem apresentando resultados satisfatorios em diversas enfermidades,
inclusive na Leishmaniose. J& para o bioterapico, poucos relatos existem na literatura.

Assim, os propositos deste estudo sdo avaliar a atividade biologica de duas
diferentes formas terapéuticas (propolis e bioterapico) sobre Leishmania (Viannia) braziliensis,

em ensaios realizados /n vitro sobre as formas promastigotas e amastigotas (Capitulo 1), nos
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ensaios in vivo, sobre as formas amastigotas presentes em animais experimentalmente infectados
pelo parasito (Capitulo 2), e avaliar a capacidade de indugfio de 6xido nitrico por esses diferentes

tipos de agentes terapéuticos (Capitulo 3).
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4.Capitulo I

Avaliaciio da Atividade Biol6gica in vifro do Extrato da Propolis e do
Bioterapico, sobre as Formas Promastigotas e Amastigotas de

Leishmania (Viannia) braziliensis.

4.1. Resumo

Diante da problematfica no tratamento da leishmaniose, intimeros compostos
vém sendo testados por diversos autores, entretanto, a propolis e o bioterdpico tém apresentado
bons resuitados no combate de alguns protozoarios. No presenie frabatho, foi realizada a
avaliac3o da atividade biologica de bioterapico e da propolis por meio de ensaios in vitro sob as
formas promastigotas ¢ amastigotas de Leishmania (Vianniaj braziliensis. Em relag8o as formas
promastigotas, os ensaios foram realizados em meio de cultivo axénico (LIT modificado), e para
as formas amastigotas, utilizou-se culfuras de macréfagos. Os resultados obtidos para as formas
promastigotas demonstraram que estas preparacdes possuem potencial leishmanicida, onde a
propolis apresentou resultados mais favoraveis do que o bioterapico. Estatisticamente nfo houve
nivel de significdncia em relag@io a propolis e o controle positivo {anfotericina B), ja para as
formas amastigotas, nfio observou-se atividade bioldgica de nenhuma das preparagdes. Esses
resultados sugerem novas pesquisas, por exemplo, a comprovagdo destes compostos por meios de

ensaios in vivo.
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4.2. Introducio

Os protozoarios pertencentes ao género Leishmania, ordem Kinetoplastida, so
parasitas causadores de patologia degenerativa do tecido cutineo e/ou visceras, sdo transmitidos
a0 homem por meio da picada de fémeas de insetos flebotomineos dos géneros Lutzomyia (no
Novo Mundo) e Phlebotomus (no Velho Mundo). Esses parasitas apresentam ciclo biologico
complexo, sendo encontrados em duas formas principais, a amastigota, forma intracelular
presente nos hospedeiros vertebrados que tem contorno aproximadamente circular, com pouco
citoplasma e flagelo reduzido ao segmento intracelular, tornando-a praticamente imével, e as
promastigotas, que s3o alongadas e fusiformes, flageladas e moveis, desenvolvendo
extracelularmente no tubo digestivo de hospedeiros invertebrados, bem como em meios de
culturas axénicos (PEARSON et a/. 1983b).

A Leishmania (Viannia) braziliensis, agente etioldgico da Leishmaniose

.. Tegumentar Americana (LTA), é uma zoonose, que impde como. principal caracteristica . . .

patog€nica uma infecgdo que varia de casos benignos, apresentando-se como uma les3o cutinea
localizada, a casos onde ocorre desfiguramento facial dos individuos infectados, tornando-se uma
lesdo de agressdo cutineo-mucosa, que 4s vezes chega a atingir tecidos mais profundos
(MARSDEN, 1985b).

O tratamento da LTA foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar Vianna, em
1912, com o uso do antimonial tartaro emético, medicamento que duranie muitos anos foi
utilizado na terapéutica, em todo mundo. Atualmente, os antimoniais pentavalentes sdo as drogas
de escolha para o tratamento da leishmaniose, sendo eficazes em 80% dos pacientes, porém

apresentam problemas como toxicidade, administragfo parenteral e dificuldade para estabelecer
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quantidades variaveis de antimdnio na solucdo utilizada. A anfotericina B, medicamento utilizado
na segunda linha de tratamento, € altamente tdxico, de baixa tolerdncia e pode apresentar quadros
de resisténcia parasitaria (SAMPAIO et al., 1988; SAMPAIU er al., 1990; SAMPAIO et o,
1991},

Sabendo-se que o tratamento da leishmaniose com o antimonial pentavalente e
com as drogas alternativas presentes no mercado apresentam limitages, principalmente resposta
inadequada em nimero variavel de pacientes assim como uma alta toxicidade, justifica-se o
estudo de outras drogas que possuam um indice terapéutico adequado, com uma menor
toxicidade e de baixo custo. Em face a estas consideragBes, torna-se interessante avaliar a
possivel atividade biologica da propolis e de um bioterapico (produzido a partir de formas
promastigotas de L. (V,) braziliensis), sobre as formas promastigotas e amastigotas do parasito,

em ensaios in vitro.

. 4.3. MaterialeMétodos =~~~

4.3.1. Parasitas
A cepa do parasita utilizada foi isolada de um paciente do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto — USP, onde vem sendo mantida por meio de

repiques em camundongos Swiss e em meio de cultura axénica.

4.3.2. Preparacdes avaliadas
- extrato de propolis — produto apiterapico, origindrio da cidade de Oliveira,

Estado de Sdo Paulo, Brasil. Para se obter a solugio da propolis, pesou-se 4mg do extrato puro,
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que foi diluido em 200ul de dimetilsulfoxido {DMSO) e 3.800uL de solugdo de cloreto de sodio
a 0,9%, a partir desta preparacdo foram realizadas diversas concentragdes: 1, 10, 30, 50, 100,
250, 500, 750 pg/ml. para a realiza¢Zo dos ensaios i vitro.

- bioterdpico — produto homeopatico, obtido de formas promastigotas de L.
(V.) braziliensis, cultivadas em meio de cultivo axénico - Liver Infusion Triptose (LIT)
modificado (vide ifem 4.33.), e inativadas em banho de ultra-som, sendo preparado nos
Laboratorios de Parasitologia e Homeopatia da Faculdade de Cigncias Farmacduticas da USP -
Ribeirdp Prefo.

Para essa preparacio farmacéutica, as formas promastigotas foram inativadas
em banho de ultra-som (L e R ultrasonic™) durante 4 horas. Apos este periodo, 5 pl foram
colocados sobre uma limina e observou-se por meio de um microscopio se as formas
promastigotas estavam inativadas, ou seja, auséncia de motilidade, e alteragdes morfologicas. O
volume obtido destas formas inativadas foi de 9 mL, onde se adicionou 21 mL de cloreto de
sodio & 0.9% resultando em uma diluigio de 43% da cultura, sendo esta chamada de solugio mie.
Em seguida procedeu-se as sucessivas dilui¢Ses até as poténcias 30 CH, 200 CH, 30 DH e 200
DH de acordo com a técnica da FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, (1997), a

dosagem utilizada do bioterapico foi 100uL, valor estabelecido por NASI er al. (1982).

4.3.2.1.Preparacio farmacotécnica do bieterapico

Ponto de partida: para a Escala Centesimal (diluiggo 1:100) o veiculo utilizado
até a 6CH foi a solugéo fisiologica 0.9%, seguindo o mesmo veiculo da solugio mie, sendo para
a escala Decimal (diluigdo 1:10) esse mesmo veiculo foi utilizado até a 3DH, as poténcias

intermediarias foram realizadas com etanol & 70% servindo como solugdo estoque, € o veiculo

m



35

T EEITIEEEE———
para a poténcia desejada € o etanol 30%. O liquido a ser dinamizado devera ocupar 2/3 da
capacidade do frasco utilizado na preparagéo, sendo succionado 100 vezes, pelo processo manual,
onde a sucuss@o foi executada por meio de um movimento continuo e ritmado, no sentido
vertical, com o antebraco, de modo que produza choque do funde do frasce contra um anteparc

semi-rigido.

4.3.3. Meio de cultura

O meio de cuitura empregado neste trabalho foi o meio Liver Infusion Tryptose
(LIT), realizado por CAMARGO, 1964, seguido de algumas modificagSes. O meio LIT
modificado € constituido € por: 8 g de Na,HPO, 4 g de NaCL, 2 g de dextrose, 5 g de triptose, 3
g de infuso de figado, 0,4 g de KCL, solugfio de hemina bovina (10mg/mL), para 1.000 mL. O
pH foi ajustado para 7,2 utilizando KCL 2,0N ou KOH 10%, conforme o pH apresentado. Apds

este procedimento o meio foi autoclavado a 120°C por 15 minutos, ¢ em seguida acrescentou-se

30% de soro bovino fetal inativado, 20mlL de solugio de hemoglobina, 10mL de solugio de
glicose a 20%, 5000U/mL de estreptomicina e 5000ug/ml de penicilina, logo apds procedeu-se &

filtragio estéril e distribuiu-se aliquotas de 3 a 5mL em tubos de ensaio previamente esterilizados.

4.3.4. Ensaios Biolégicos in vifro

4.3.4.1. Formas promastigotas

Para realizac@o do ensaio in virro sobre as formas promastigotas, foi utilizado

meio de cultivo axénico, Liver Infusion Triptose (LIT) modificado. Os parasitas foram
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inoculados no meio de cultura em uma concentragfio de aproximadamente 10° formas do
parasita/ml. Durante o periodo de crescimento exponencial dos mesmos, a propolis foi
adicionada nas diferentes conceniragbes citadas anteriormente (vide item 4.3.2.) e, 100uL do
bioterapico foi adicionado, nas poténcias desejadas (vide item 4.3.2.). Os ensaios foram em
triplicatas realizados em placa de microtitulagio (96 pogos), de fundo chato, que apos a
preparagéo, foi incubada por um periodo de 24 horas a uma temperatura de 23°C.

Como controle positivo, foi utilizado a anfotericina B e como controle negativo
a solucdo de cloreto de sodio a 0.9%.

Foi avaliada a porcentagem de lise parasitiria das formas promastigotas
quantitativamente, por meio destas formas sobreviventes, de acordo com a técnica descrita por
BRENER (1962), bem como realizada a determinagio de Coeficiente de Inibigio (ICso) dos

compostos testados.

4.3.4.2. Formas amastigotas

Os ensaios in vitro utilizando como modelo as formas amastigotas de L. (V.)
braziliensis foram realizados em cultura de macréfagos peritoneais, obtidos de camundongos
sadios.

Inoculou-se intraperitonealmente, em camundongos AMus musculus, linhagem
swiss, com idade entre 8 a 12 semanas, 1 mL de tioglicolato & 3%. Apods 72 horas, os
camundongos foram mortos por deslocamento cervical e, com auxilio de uma seringa estéril,
foram inoculados SmL de meio RPMI-1640 {Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)

na cavidade peritoneal. O abdomen do animal foi massageado e a pele rebatida. O exsudato foi
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entdo retirado € armazenado em frasco imerso em banho de gelo. A contagem do nimero de
células foi realizada em caméra de Neubauer.

Em placa de microtitulagio (96 pogos), foi adicionado 1.5x10° macréfagos /mL
e 1.5x10° parasitas /mL completando-se com RPMI um volume de 200uL. ApoOs este periodo o
material foi incubado em estufa de atmosfera de 5% CO2 (Revco), a 37°C, durante trés horas.
Em seguida, foi adicionada a concentrag@o desejada das substdncias em analise, onde as
concentragdes da propolis foram, 10, 100, 250 ug/mL. Para o bioterdpico foram utilizadas as
mesmas poténcias ¢ a mesma concentracio utilizada no ensaio in virro sob as formas
promastigotas. Como conirole positivo foi utilizado a anfotericina B nas mesmas concentragdes
da propolis €, para o controle negativo utilizou-se apenas os macréfagos, juntamente com os
parasitas. Todas as amostras em andlise foram incubadas por um periodo de 5 dias.

Apés esse periodo, procedeu-se a avaliagio das amosiras por método
coloriméirico, utilizando-se 0 MTT [- 3, (-4,5 dimetiltiazol — 2 — il) -2,5 difenil tetrazolium
brometo] como agente cromdforo (ABE & MATSUKI, 2000). A leitura da absorbincia da reacdo
desencadeada foi realizada em um leitor de microplacas a um comprimento de onda de 370nm,
utilizando-se como referéncia 630nm e uma calibragdo de 1,99, para a eficacia do ensaio
(MUELAS-SERRANO et al., 2000).

Os resultados obtidos foram analisados por meio do método estatistico

ANOVA, com um grau de significncia previamente adotado de (p< 0,05).
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4.4. Resultados e Discussio

O efeito de diferentes concentragBes da propolis sobre as formas promastigotas
de L. (V) braziliensis ¢ apresentado na Tabela 1. O valor de ICso encontrado para a propolis foi
de 18,26, enquanto para a anfotericina B, foi de 29,63, o que demonstra uma melhor eficiéncia da

propolis em termos de atividade sobre esta forma do parasito.

% of lise + SD X concentraciio (ug/mL) ICs
Compostos

1 10 30 50 109 250 500 750 (ug/mL)

Anfotericina B 36.7138 450439 469+71 489442 53777 549:33 683215 768244 2963

Propolis 36.0£7.4 510402 475408 544136 48.1xl1  62.0:34 T93x25 896438 1826

Tabela 1. Avaliagio in vitro da atividade biologica do Extrato de Propolis sobre as formas promastigotas d

Leishmania {Viannia) braziliensis.
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Figura 1. Comparacio enire o efeito de diferentes concentracBes da propetis e de anfotericina B

(controle positive) sobre promastigotas de L. (V) brozilisnsis mantidas em meio de

cultivo ax8nico.

(Juanto 4 porcentagem de lise parasitdria, (Figura 1), a propolis apresentou
89.6% de lise sobre as formas promastigotas na concentrago de 750 pg/mi, contra 76.83% da
anfotericina B. Testes estatisticos pelo método ANOVA, revelaram que a diferenca entre o0s
valores encontrados para a prépolis ¢ para a anfotericina B nilo foi significativa (p> 0,05), quando
asses valores foram comparados enire si, Apesar da anfotericina B ter apresentado porcentagem
significativa de lise parasitria, devemos levar em conta os efitos colaterais que esta substdncia
provoca nos pacientes, devido 4 sua alta toxicidade.

Dirogas a base de antimoniato foram aprovadas para a utilizagio no tratamento

de Leishmaniose em 1947 (BERNAM, 1997), onde os derivados trivaientes sdio mais téxicos do
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gue os pentavalentes. Eniretanto, existe descricdo de casos de Leishmaniose Visceral ¢ Cutdnea
Difusa refratarios ao tratamento convencional (BADARO & JOHNSON IR, 1993}, Atualmente
& observada a resisi@neia a esse fratamento para algumas espéeies de Leishmonia (BECKER et
al., 1999).

Apesar de varios relatos da utilizag@o desses antimonials na terapéutica, ndo
podemos ignorar os obstaculos que essas drogas proporcionam aocs pacientes, iais como alta
toxicidade, diversos efeitos colaterais come anorexia, nauseas, véimitos, toxicidade cardiaca,
sérips efeitos hepatotoxicos, € resisténcia parasitaria. (HERWALDT & BERMAN, 1992).

No entanto, no presente experimento, a ufilizacdo da propolis demonsirou
resultados favoraveis, apresentande uma afividade leishmanicida, dados os resuliados
saiisfatdrios obiidos neste frabaiho, comprovando uma methor eficacia do composto em relaco
ac controle positive, devide 2 sua baixa toxicidade e baixo custo,

Leishmaniose € uma doenga parasitaria que, apesar de todos os esforcos ate hoje
empregados na pesquisa de novas terapias, a cura ainda permansce sem alternativas vidveis (DE
PALLA, 1999).

Apesar dos diferentes quadros clinicos determinados pelas diferentes espécies do
género Leishmania, o tratamento realizado até hoje € basicamente o mesmo, modificando apenas
avia, a dose € o tempo de duragiio (DE PAULA, 1999).

Diante da problematica no tratamento da Leishmaniocse, a busca por novos
corapostos capazes de combater esta enfermidade, vem sendo amplamente pesquisade por
diversos autores. KAYSER er al {(2000) estudaram in vire uma série de derivados de

naftoquinonas monomericas e dimericas, sobre as formas promastigeias de diversas espéeies de

Leishmania, encontrande uma grande variabilidade de atividade entre as mesmas.
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Muitas substancias de origem natural, tanto animal como vegetal, vém sendo
largamente pesquisadas para a cura de varias doencas € a Leishmaniose inclui-se nessa busca
alternativa. KAYSER & KIDERLEN em 2001, observaram i vitro sob as formas promastigotas
extracelulares € amastigofas intracelulares, que algumas plantas derivadas de chalconas,
demonstraram atividade contra os parasitas do género Leishmania. Esses derivados tiveram uma
apreciavel atividade antileishmanial, mas também uma toxicidade relativamente alta para o
sistema monofagocitario.

A atividade bioldgica da propolis, no combate as alteragSes patoldgicas em
diferentes niveis, inclusive algumas determinadas por diferentes espécies de parasitas, ja é
conhecida e amplamente relatada na literatura (BURDOCK, 1998).

Tustrando essa afirmacio, BOLSHAKOVA, em 1975, utilizou satisfatoriamente
a propolis como agente antiséptico, antimicdtico e bacteriostatico para o tratamento das doengas
dermatologicas. Muitas ouiras aplicagdes da propolis em dermatologia tem sido descritas, como
na regeneracio dos tecidos, em neurodermatites e dermatites de contato, no eczema microbiano,
em casos de psoriase, ulceras trdpicas, etc (BOLSHAKOVA, 1975; SCHELLER er al. 1977a)
Por meio dos resultados apresentados pelos autores SCHELLER ef al. (1977a) e TORRES et al.
{1990), foram observados resultados favoraveis em relagdo a atividade da propolis nos ensaios in
vitro sobre alguns protozodarios, SCHELLER et al. (1977b} avaliaram a atividade deste tipo de
composto na concentragfo de 150mg/ml., sobre trés cepas de Trichomonas vaginalis, e TORRES
et al. (1990) observaram uma inibigdio no crescimento da Giardia lamblia de 98%, onde a
concenfracdo utilizada foi de 11,6mg/ml, concluindo que este composto possui diversas
atividades antiparasitaria.

Recentemente, MACHADO et al. (2000) estudaram a atividade da prépolis sobre

as formas promastigotas de 3 diferentes espécies do género Leishmania. OUs autores observaram
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que os valores de ICs foram especificos para cada espécie avaliada: L. amazonensis, de 88,1 +
4,1pg/ml; L. braziliensis, de 35,8 £ 3,1ug/mL; L. chagasi, de 552+ 1,7 pg/ml,

No presente trabatho, os valores de ICs, obtidos para as formas promastigota de
L. (V.} braziliensis foram relativamente inferiores quando comparados com os resuitados obtidos
por MACHADG ez al. 2000. Esse fato pode ter ocorrido devido as concentragSes utilizadas, bem
como a origem da propolis, pois de acordo com BUDORCK (1998) este composto pode
apresentar diversidade na porcentagem dos componentes que determinam sua acio
farmacologica.

Quanto ao bioterapico, podemos observar na poténcia 200CH uma porcentagem
de lise de 60% (Figura 2), quando comparados ao controle. Para essa preparagio farmacéutica
ndo foi possivel estabelecer uma relagdo com o controle positivo (anfotericina B) devido a ndo
possibilidade de obtengdo de uma curva dose-resposta, pois nio existe a possibilidade de
determinarmos uma concentragio em relagfo ao bioterapico. Para a determinacdo da quantidade

do bioterapico a ser utilizada no ensaio biolégico, foi utilizado o protocolo descrito por NASI et

al. (1982).

Salientamos que o veiculo utilizado nas preparages dos ensaios i vitro em
relagdo ao bioterdpico ndo foi o mesmo estabelecido pela Farmacopéia Homeopatica (etanol
30%), pois este tipo de veiculo poderia alterar os resultados, como por exemplo, determinar a lise

celular, principalmente nos ensaios in virro sobre as formas amastigotas do parasita.



200CH
== Confrole neg

300H 20004 30CH 200CH  Controle neg
Figura 2. Determinagio da atividade bioldgica do bioterapico sobre as formas promastigotas de

= UTER

Leishmania (Viannia) braziliensis em comparacio ao controle negativo (seluglo de

rd

cloreto de sédio 2 0,9%).

Mesmo apresentando uma pequena variagdo de atividade entre as diferentes

dinamizacBes, acredita-se que a forca medicameniosa apresentada pelo bioterdpico ndo
corresponde a uma dependéncia direta do efeito terapéutico. Assim, acredita-se que o protocolo
utilizado nio seja aplicAvel para a avaliacdo de medicamentos homeopaticos.

Essa afirmagfo se enconira de acordo com aguelas realizadas por CAIRO {1984,
o mutor reafirma a teoria de Hahnemann, onde a homeopatia € um “sistema meédico” ¢ ndo um
simples “método de cura”, ou seja, sua efetividade depende do organismo como um todo, e de
sua resposta contra o mecanismo de agressdo desencadeado, ndo dependendo apenas de aspectos

isolados, como ¢ o caso do crescimento das formas promastigotas do parasifa em um meio de

cultivo axénico.
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Para 0s ensaios in vitro sobre as formas amastigotas, a atividade de ambas as
preparagbes ndo foram favordveis, para o bioterdpico obtivemos um valor méximo de 0,2% de
lise parasitéria (Figura 3). As mesmas consideracSes realizadas para os ensaios sobre as formas
promastigotas também s#o validas para essa metodologia de avaliagio, onde para a eficacia do

medicamento homeopatico necessita do organismo como um fodo.
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Figura 3. Porcentagem de lise das formas amastigotas de Leishmania (Viannia
braziliensis, submetidas 4 avaliagdo bioldgica com o bioterdpico nas poténcias

30 CH, 30 DH, 200 CH e 200 DH em ensaios in vitro.

J4 em relaclo a propolis, obtivemos um valor méximo de aproximadamente 1,5%

de lise parasitdria (Figura 4), sendo que os resuliados obtides nfeo foram significativos.
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Figura 4. Porcentagem de lise das formas amastigotas de Leishmania (Viannig)

braziliensis, tratados com a propolis nas concentracBes de 10, 10C e 250ug/mL

am ensaio in viiro

SANTOS et al. (1997} avaliaram 7 vifro a atividade leishmanicida do exirato
efandlico do caule ¢ das fothas de Pfémbag; scadens (?iumbagmacea) Na ;(.)ﬁéie;l%r;gzée. de
100pg/mL, o extrato inibiu 88% do crescimento das formas promastigotas da 1. amazonensis. Ja
em relacio as formas amastigotas intracelularss 2 atividade foi de 61%.

BARATA et al. (2000}, avaliando a atividade leishmanicida de neolignanas
isoladas de Virola swrinamensis, bem como seus andlogos sintéticos, sobre as formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania denovani em culturas, verificaram que alguns dos

compostos foram eficazes apenas para as formas promastigotas, sendo que outros foram eficazes

para as formas amastigotas, observando assim uma variabilidade em termos de atividade

biologica de acordo com a forma do parasitada avaliada.
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De acordo com o relatado por SANTOS et al. (1997), a menor atividade sobre as
formas amastigotas pode ter ocorrido pelo fato de existirem diferengas metabolicas entre as duas
formas, ¢ o principio ativo estar agindo sobre uma determinada via mais importante para a forma

promastigota, do que para a forma amastigota do parasita, como por exemplo, a via glicolitica.
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5. Capitulo 11

Atividade Biologica do Extrato de Propolis e do Bioteripico no Tratamento de
Mus musculus Experimentalmente Infectados por

Leishmania (Viannia) braziliensis.

5.1. Resumo

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro, motivaram-nos a realizar o estudo do
efeito terapéutico da prépolis € do bioterdpico na infec¢fo experimental por Leishmania
(Viannia} braziliensis. Foi utilizado como modelo experimental camundongos Mus musculus,
infectados com aproximadamente 2 x 10° formas promastigotas do parasita. O tratamento iniciou-

se ap0s o aparecimento dos ndédulos iniciais da lesdio leishmanidtica, sendo executado pelas vias

-oral,-intraperitoneal ¢ topica; conforme-o grupo-experimental, durante 90 dias consecutivos. A -

avaliagdo do efeito terapéutico foi realizada de acordo com a variagio média do didmetro da
lesdo. Ambos os compostos demonstraram relativo efeito terapéutico, quando comparados com o
controle negativo, sendo que os grupos tratados com o bioterapico nas poténcias 30CH e 200CH
tanto pela administragdo oral quanto intraperitoneal, e a propolis administrada por via oral e
tOpica apresentaram uma maior reducdo do didmetro da lesio em relagB0 aos outros grupos

tratados.
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5.2. Introducio

A leishmaniose constitui um importanie problema de satde pablica,
especiaimente nas Américas Latina e Ceniral, Africae esporadicamente na Europa ¢ América do
Norte (MARSDEN, 1984). No Brasil, a leishmaniose cutdnea ¢ causada principalmente por
Leishmania (Viannia) braziliensis e L. (Leishmania) amazonensis, a mucocutinea, por L. (V)
braziliensis; e a visceral por L. (L.) donovani (PEREA et al., 1991).

A infecgdo por L. (V.) braziliensis produz um espectro de manifestagSes que
incluem a leishmaniose cutanea (1L.C), com lesbes geralmente Gnicas, cuja localizagio varia de
acordo com a faixa etaria, sendo que em pacientes menores que cinco anos existe a
predomindncia de lesdes acima da cintura, e a proporgo de lesOes acima e abaixo da cintura ¢
mais ou menos equivalente na faixa etaria entre 6 ¢ 15 anos. Ja as lesdes que ocorrem abaixo da

cintura s6 predominam em individuos maiores de 15 anos (VELA, 1996).

Como quase todas as doengas parasitirias, as incidéncias de leishmaniose

cutinea e visceral estdo crescendo nas regides endémicas. Nos tltimos 10 anos, ocorreu rapido
aumento de pessoas afetadas por essa doenga. Recrudescéncia em forma de epidemia nos centros
urbanos tem sido observada em varios pontos do pais (GRATZ & JANY, 1994),

As varias espécies de protozoarios do género Leishmania causam um espectro
diversificado de formas clinicas que v@o desde lesBes de pele, que em geral se curam
espontaneamente, determinadas principalmente por L. amazonensis e L. major, até o
envolvimento mucoso, causado principalmente por L. (V.) braziliensis, com acometimento do
septo nasal, laringe, labios, palato, podendo levar o individuo a morte (SANTOS er al., 1997, DE

PAULA, 1999).
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Desde o inicio do século quando o médico Gaspar Vianna tratou com sucesso
um caso de leishmaniose mucocutdnea usando tartaro emético, 0 antiménio estd presente nas
formulagBes contra todas as formas de leishmaniose. A partir da década de 1940 até os dias de
hoie, o tratamento de primeira escolha € baseado em injecOes intramusculares diarias de
antimonial pentavalente, sendo desconfortavel e potencialmente toxico, além de ser
freqiientemente ineficaz (HEPBURN, 1994).

O alto custo do tratamento, a dificuldade de administragio e a toxicidade
medicamentosa sdo fatores limitantes na terapéutica da leishmaniose, que, por sua vez, surge
como endemia crescente. A constatagio da falta de resposta do tratamento ao antimonial,
caracterizando formas resistentes da doenga ¢ o longo periodo de tratamento, tornam urgente a
necessidade de medicamentos alternativos para o tratamento da leishmaniose, como por exemplo
aqueles derivados de principios ativos animais e/ou vegetais, como ¢ o caso da propolis, bem
como medicamentos periencentes & medicina alternativa, como € o caso dos bioterapicos, uma

vez que ambos apresentaram resultados animadores em ensaios in vitro previamente realizados.

5.3. Material e Métodos

5.3.1. Preparacdes avaliadas

As preparagdes analisadas foram a propolis, produto apiterapico orginario da
regido da cidade de Oliveira, Estado de Sfo Paulo - Brasil, em uma concentragio de 600pg/ml, e
um bioterapico, medicamento homeopatico preparado a partir de formas promastigotas de L. (V)
braziliensis, obtidas de meio de cultivo axénico (Liver Infusion Triptose - LIT meodificado) e

inativadas por meio de um ultra-som (L e R ulfrasonic). Apds este procedimento foi realizada
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uma diluigdo de 3 partes do material inativado para 7 partes do veiculo, solugiio de cloreto de
sodio a 0,9%, procedendo-se as diluicdes e as poténcias desejadas, de acordo com técnica da
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA (1997). A preparagio do bioterdpico foi
realizada no Laboratorio de Parasitologia e Homeopatia da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica —

USP- Ribeirdo Preto.

5.3.2. Ensaios Biolégicos in vive

Os ensaios in vivo foram realizados em camundongos Mus musculus albinos,
machos, linhagem swiss, pesando 20 a 23g cada. Estes animais foram infectados
experimentalmente com aproximadamente 2 x 10° formas promastigotas da L. (V) braziliensis,
inoculadas subcutaneamente na cauda dos camundongos. Apos o aparecimento das lesdes,
iniciou-se o tratamento nos animais com as preparagdes propostas.

Os animais foram divididos em grupos, seguindo o seguinte protocolo:

Grupo I (controle negativo} —20 animais experimentalmente infectados, onde
cinco camundongos foram tratados intraperitonealmente, cinco foram tratados por via oral, cinco
foram tratados simultaneamente pelas vias oral e topica, e cinco somente pela via topica, com
solugdo de cloreto de sodio a (,9%.

Grupo II (grupo fratamento) - 10 camundongos experimentalmente infectados,
onde cinco animais foram tratados com a prdpolis por via oral e cinco por aplicagdo topica (dose
de 600ug/mL).

Grupo I {grupo tratamento) - 5 camundongos experimentalmente infectados,

os quals foram tratados com a propolis por aplicago pelas vias topica e oral, simultaneamente.
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Grupo IV {(grupo tratamento) - 10 camundongos experimentalmente infectados,
onde 5 animais foram tratados com o bioterdpico na poténcia 30CH por via oral e 5 por via
intraperitoneal.

Grupo V {grupo tratamento) - 10 camundongos experimentalmente infectados,
onde 5 animais foram tratados com o bioterdpico na poténcia 30DH por via oral ¢ 3 por via
intraperitoneal.

Grupo VI {grupo tratamento) - 10 camundongos experimentalmente infectados,
onde 5 antmais foram tratados com o bioterapico na poténcia 200CH por via oral e 5 por via
intraperitoneal.

Grupo VII (grupo fratamento) - 10 camundongos experimentaimente
infectados, onde 5 amimais foram tratados com o bioterapico na poténcia 200DH por via oral e 5
por via intraperitoneal.

Para os grupos tratados com a propolis por via oral fo1 administrada dosagem
de 1,5mg/Kg/dia para cada animal (MAKSIMOVA-TODOROVA erf a/., 1985), e para os grupos
tratados com o bioterapico foi administrado 0.1ml/animal/dia do medicamento homeopético, de
acordo com o protocolo estabelecido por NASI er af. (1982). Em todos os grupos, o periodo de
{ratamento foi de §0 dias consecutivos.

A determinagfio dos resultados foi realizada de acordo com a variagio do
didmeiro das lesdes, medidos com ajuda de um paquimetro digital, com intervalos de 30 dias, até
completar os 90 dias de fratamento.

Para a andlise estatistica entre os diferentes grupos avaliados foi utilizado o

método de ANOVA, considerando-se como significante os resultados que apresentaram valores

de p menores que 5%.




5.4 Resultados & Discussio

O grupo tratado com a propolis pelas vias de adminisiragfio oral ¢ tbpica
simultansamente demonstrou melhores resultados, quando comparado com o controle negativo e
com os outros grupos de tratamento (Figura 1) O difimetro médio das iesbes deste grupo foi
inferior em relagdo aos demass, sendo que nfio foi observada a cura parasitoldgica e nem mesmo a

egressdo total da lesfio em nenhum dos camundongos avaliados {Anexo - Figuras A ¢ B).
Ressalte-se que, em alguns animais, as lesdes permaneceram nodulares durante

todo o periodo de tratamento {Anexo - Figura B).
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Figura 1. Variagfc do didmetro médic das lesfes em camundongos Mus musculus, infectados
por Leishmania (Viannia) braziliensis e submetidos ao tratamento por extrato da -
propolis, a uma concentragdo de 1,5my/kg/dia, durante um periodo de 90 dias, pelas

vias de administragfio oral, topica & oral e tdpica, concomitaniemente,

Embora nos ensaios in vitro obtivemos resultados bastante favordvels para as

formas promastigotas, nos ensaios in vivo niio observamos a cura dos animais, o que corrobora o
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observado nos ensaios in vitro sobre as formas amastigotas (Capitulo 1). Ainda, ndo foi

observada significdncia entre os grupos avaliados (p>0,03).

Situagdo semelhante a essa foi observada por DE CASTRO & HIGASHI
(1995), onde os autores avaliaram a atividade da prépolis sobre o T.cruzi, observando pelos
resultados in vifro uma atividade biologica altamente significativa em relagdo ao parasita. Ja em
relagdo aos ensaios in vive, os autores ndo evidenciaram uma atividade da prépolis sobre este
protozoario, mesmo em conceniragdes elevadas, e em diversas formulagdes do produto
apiterapico.

Por suas observagbes, a razdo para esta diferenga poderia ser a rapida
metabolizago da propolis nos animais experimentais, alegando ainda que precisariamos de
estudos mais avangados no que diz respeito ao fracionamente da resina (propolis), selegdo de
fragbes ativas nos ensaios in vitro e, se possivel, a purificagdo dos principais constituintes desse

extrato, que poderiam ser avaliados experimentalmente nos ensaios in vivo, uma vez que a

propolis ¢ composta por diversas classes de substincias, como por exemplo, aldeidos fenolicos,
flavonas, flavononas, alcoois, etc (PARK & IKERGAKI, 1998, CAMPOCS, ef al., 1998).

Em relagdo aos bioterapicos, podemos observar (Figuras 2 e 3) que no inicio do
tratamento houve uma redugfio do didmetro médio das lesdes, tanto para o grupo submetido ao
tratamento pela via oral (Figura 3), quanto aquele submetido ao tratamento pela via
intraperitoneal (Figﬁra 2), quando comparados ao grupo controle. Apos o 30° dia de tratamento,
podemos observar um nitido aumento do didmetro médio das leses, que se prolonga até proximo
do 60° dia, onde ocorre nova regressdo do quadro. Diante dos fatos apresentados, a utilizagdo do

bioterapico como agente terapéutico demonstrou resultados altamente significantes, ou seja, apds
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90 dias de tratamento as variagSes de tamanho das lesdes apresentaram-se menores em relacio ao

controle negative.

Yariagio do didmetre médio day lesdes (mmim)

Figura 2.
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Yariagio do difmetro médio das lesfes em camundongos Mus musculus,
infectados por Leishamania (Viannia) braziliensis © submetidos ao ifratamento
com 100ul/dia de bioterapico, em diferentes dinamizacSes (30DH, 200DH,

30CH e 200CH), durante um periodo de 90 dias, pela via de administragdo

intraperitoneal.
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Figura 3. Variagio do didmeiro médic das lesGes em camundongos Mus musculus,
infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis e submetidos ao iratamento
com 100ul/dia de bioterapico, em diferentes dinamizagdes (30DH, Z00DH,

30CH ¢ 200CH), durante um perfodo de 90 dias, pela via de administragdo oral.

Apesar de também nfio observarmos a cura parasitologica dos animais tratados
pelo bioterapico, ¢ valido salientar o polencial terapéutico dessa preparagBo farmacéutica nos
animais infectados por L. (V) braziliensis. Ainda, salientamos que tanto os grupos tratados com o
bioterapico pela via oral comeo pela via intraperitoneal npas poténcias 30CH e 200CH,
apresentaram maiores redugfes de tamanho das lesSes, demonstrando resuitados mais favoraveis
guando comparados aos demais grupos {Anexo — Figuras A, C ¢ D), mesmo nfo observando-se

valores estatisticaments significantes enire os diferentes grupos fratados (p>0,03).
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Os efeitos benéficos determinados por avaliagdes clinicas da utilizacio de
bioterapicos em doengas parasitdrias sdo pouce descritos na literatura cientifica. Ensaios clinicos
com o bioterapico Trypanosominum TC 30, nas formas cronicas e sintométicas da doenca de
Chagas, foram analisados por GERALDING (1988), onde foi observada uma melhora
significativa no quadro geral do paciente ¢ dos Orgios lesados, apds o uso desse medicamento,

Em termos de avaliagfo experimental a situaglo ¢ semelhante, havendo poucos
trabalhos relacionados & experimentagSo bioldgica de bioterapicos. RIBEIRO et al. {1989)
avaliaram os efeitos de protecio em camundongos infectados por 7. cruzi e tratados com
bioterapico Trypanosominum TC D30, por meic de ensaios de lise por complemento in vitro.
Neste experimento foi observada, aproximadamente, 50% de lise das formas do parasita, quando
incubadas com soro obtido de animais tratados previamente com o bioterdpico, enquanto que os
tripomastigotas incubados com o soro normal e nfio imune, ndo foram lisados.

LOPES i al. (1994) avaliaram o parasitismo tissular ¢ a histometria em 6rgos

de camundongos tratados com o bioterapico TC D 30 ¢ infectados com as ¢cepas Y e Bolivia de 7.

cruzi. A histopatologia dos tecidos cardiaco e hepatico, revelou nesses animais uma diminui¢io
do parasitismo tissular,

Em relagdo ao presente trabalho, acredita-se que esses resuitados poderiam ter
sido mais favoraveis se o processo de inativago do bioterapico ndo fosse realizado por meio de
banho de ultrassom, visto que nesse tipo de processo ocorre uma destruiciio das caracteristicas
bioquimicas e celulares do parasita (LEHNINGER e al., 1995), anulando a Lei do Semelhante,
onde semelhante cura semelhante, a principal Lei da Homeopatia. Dessa forma, acredita-se que a
inativagdo pelo etanol, que mantém praticamente todas as caracteristicas do parasita, e como foi

realizada por alguns autores na avaliagBo de outros bioterdpicos (RIBEIRO ef al., 1989; NASI et

al., 1994) proporcionardo melhores resultados.
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A pesquisa de novos bioterapicos como forma de tratamento de doengas
parasitdrias mostra a necessidade de buscar alternativas necessdrias para o perfeito equilibrio de
satide da populagfo, entretanto, requerem uma modificagio na metodologia cléssica de pesquisa
experimental € na legislagdo da homeopatia, criando-se novos paridmetros que possam atender a

Lei de Similitude ¢ nfio somente a alopatia, que € uma mediana totalmente paralela.
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6. Capitulo I1I

Determinacio da Producio de Oxide Nitrico pela Prépolis e por Bioterdpico
Produzido a partir de Formas Promastigotas de

Leishmania (Viannia) braziliensis.

6.1. Resumo

A ativagio dos macréfagos € crucial para o controle de infecgBes causadas por
parasitas intracelulares, e o Oxido nitrico (NO) produzido por macrofagos é o principal
responsavel pela atividade microbicida contra varios patégenos intracelulares. O sinal mais
importante para- a ativagio -dos macrdfagos ¢ o mediado pela interleucina IFN-y, e outras
citocinas como o TNF-q, fatores inespecificos, como o lipopolissacaride (LPS), também podem
estar envolvidos neste processo de ativagio dos macrofagos. Frente a isso ao avaliar a atividade
da propolis e do bioterapico sobre cultura de macrdfagos peritoneais, obtidos de camundongos
Mus musculus, um dos objetivos propostos foi verificar a capacidade de indug3o da produgio de
NO em relagio a essas preparagGes. Os resultados obtidos demonstraram a capacidade da

propolis em induzir esse reativo, em uma concentragdo superior a 250ug/mi.
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6.2. Introducio

A leishmaniose € uma severa doenga debilitante que infecta, anualmente, um
elevado indice de pessoas por todo o mundo, sendo que muitos desses individuos residem em
areas rurais onde ndo se tem acesso ao tratamento (ASFORD er al., 1992).

A doenga ¢ causada por um parasito protozoario flagelado que sobrevive € se
multiplica no interior de macrofagos dos hospedeiros mamiferos e sdo transmitidos por insetos do
género Phlebotomus, que tém sua prevaléncia principalmente na Europa, Asia ¢ Africa, tendo em
vista que no Continente Americano o género Lufzomyia ¢ predominante (ALEXANDER &
YOUNG, 1992).

A infecgfio do homem e viarias outras espécies de mamiferos por
tripanosomatideos do género Leishmania depende de complexas interagBes entre parasito € o
hospedeiro vertebrado, que irdo determinar a apresentagfo clinica e o curso evolutivo da
leishmaniose. Estas interagdes se realizam entre duas formas do ciclo evolutivo das leishmanias
(promastigotas desenvolvidos no insefo vetor, amastigotas intracelulares) e os macrofagos do
hospedeiro (HARKER, 1992),

LOCKSLEY & LOUIS (1992) discutiram, de modo claro, que a participagio da
resposia imunologica celular na indugBio da atividade microbicida de macrofagos ¢ de
fundamental importincia na resisténcia do hospedeiro. Certamente, o tipo de resposta a ser
desenvolvida pode ser influenciado pelas citocinas produzidas durante a infecgfio. De uma
maneira geral, a populagdo de linfocitos T auxiliares (células T CD4) subdividem-se em duas
sub-populagbes: Thl e Th2, as quais foram definidas de acordo com o seu padrio de secregdo de
citocinas (MOSMANN et al., 1986). A sub-populagio Thl secreta IL-2 ¢ IFN-y induzindo,

preferencialmente, a ativagio de macréfagos e respostas mediadas por células (CHER &
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MOSMANN, 1987), enquanto Th2 secreta preferencialmente IL-4 ¢ IL-10, que estio envolvidas
na desativagdo de macréfagos e imunidade humoral (COFFMAN et al. 1988).

MONCADA ef al. (1991), relatam que o 6xido nitrico estd envolvido em
diversas fungGes biologicas em diferentes sistemas, como a vasodilatagdo sanguinea, agregacio
de plaquetas e neurotransmissdo. E considerada como uma molécula efetora contra varios
patogenos intracelulares, incluindo Toxoplasma gondii (ADAMS et al. 19903, L. major (LIEW et
al. 1991), Trypanosoma cruzi (GAZZINELLI et al. 1992) e Candida albicans (CENCI et al.
1993).

Com base em resultados anteriores, o presente trabalho tem como objetivo a
verificagdo da produgdo do oxido nitrico em experimentos in vitro, utilizando como agentes
efetores dessa produciio um bioterapico, produzido a partir de formas promastigotas de L. (V.)

braziliensis e pela prépolis.

6.3, Materiale Métodes

6.3.1 Preparacbes avaliadas

a) propolis, produto apiterapico obtido da regifio da cidade de Oliveira, Estado
de Sdo Paulo, Brasil.

b) bioterapico, obtido de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis,
cultivadas em meio de cultura axénica (LIT modificado). Essa cultura foi
inativada por meio de um ultra-som (L e R Ultrasonic) por 4 horas. O
volume obtido dessa cultura inativada foi de 9 mL, onde adicionou-se 21mL

de solugdo de cloreto de sodio 0,9%. A seguir, procedeu-se a realizagio das

e R —
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concentragdes ¢ poténcias desejadas, de acordo com o preconizado na
FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA (1997). Este
procedimento foi realizado nos Laboratdrio de Parasitologia e de

Homeopatia da Faculdade de Ciéncias Farmac@uticas USP - Ribeirio Preto.

6.3.1.Deteccao de oxido nitrico

Camundongos albinos, da lithagem Swiss, receberam 1 mL de tioglicolato 3%,
pela via intraperitoneal, 96 horas antes de serem mortos e terem a cavidade peritoneal lavada com
5 mL de meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) estéril. O lavado
foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm e seu sobrenadante desprezado. O “pellet” formado
foi ressuspenso em 1ml de meio RPMI-1640, contendo 10% de soro bovino fetal e antibiéticos
(penicilina e estreptomicina). Desta suspenso foi retirada uma aliquota de 10uL, a qual foi
diluida em solug@o de azul de tripan, para a determinac¢@o e contagem das céhilas viaveis. Foram
distribuidas aproximadamente 2 x 10° células por pogo, em microplaca de titulagdo de 96
“wells”. O material foi incubado em estufa contendo atmosfera de 5% de CO2, durante 30
minutos, a 37° C. Apos esse periodo, o sobrenadante foi desprezado, e nos pogos, distribuiu-se a
propolis nas concentrages de 10, 100 e 250pg/ml e, 100uL do bioterapico nas seguintes
poténcias: 30CH, 30DH, 200CH e 200DH, completando-se o volume {200pL) com o meio
RPMI-1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal, o experimento foi realizado em
triplicata. Aos pogos referentes ao controle positivo, foi adicionado meio rico, contendo RPMI-
1640, soro bovino fetal (10%), IFN-y e LPS (30ng/mL) e, para o controle negativo adicionou

apenas o meio RPMI-1640. Apods 24 horas de incubagBo, a placa foi centrifugada a 1500rpm
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durante 4 minutos, 100uL do sobrenadante foi recolhido e transferido para outra microplaca. Foi
entdo adicionado igual volume de reagente de Greiss, permitindo a revelagio por meio de
espectroscopia, utilizando-se filtro de 540nm. A curva padrio de 100uM a 0.9uM foi realizada

utilizando NO3” com diluigio seriada na base 2 (GREEN et /. 1982).

A avaliagho estatistica foi realizada pela aplicagio do método One-way

ANOVA, considerando-se significante os valores de p menores de 5%.

6.4 Resultados e Discussiio

Apenas 3 propolis na concentragdo de 250ug/ml demonstrou um aumento
significativo da producio na indugdo de éxido nitrico (Figura 1), quando comparado com a
amostra tratada com INF-y/LPS (controle positivo). Estatisticamente, o experimento foi avaliado
pelo método de ANOVA, onde verificamos para essa concentragio um grau de significincia de

p<0,001.
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Figura 1. Determinagfo da produgdo celular de Oxido Nitrico, por absorbincia, apés 24 horas
da adicdo do Bioterdpico e da Propolis em culiura de macréfagos peritoniais, obtidos
de camundongos Mus musculus.

™ nfio significants; ~ p<0,001.

A ativagio dos macrofagos ¢ importante para o controle de infecefies causadas

por parasitas intracelulares coro os pertencentes ao género Leishmania. Neste sentido, tem sido

demonstrado claramente que o oOxido nitrico produzidos por macrdfagos, ¢ o principal
responsavel por sua atividade microbicida contra varios patdgenos intracetulares (GREEN ez o/,
1990). Um sinal importante para a estimulag8o dos macréfagos é o [FN-y e outras citocinas como
o TNF-0, e fatores inespecificos como o LPS, que podem sstar envolvidos neste processo de
afivacio (ALCINA & FRESNO, 1987).

bm experimentos in vivo, virias svidéncias correlacionaram a producio de
NG com o controle da infecglio por L. major. Neste contexto, LIEW ef al. (1990) demonstraram

que o tratamento de camundongos da linhagem CBA, resistentes 2 infecgfo por L. major, com o
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inibidor especifico da NOSi (L-NMMA) determinou um aumente da intensidade e da carge
parasitaria da lesdo.

STENGER ef al. (1996a) demonstraram que a expressdo da NOS, na lesfio e
linfonodo de camundongos resistentes & infec¢@o por L. major, estd diretamente relacionada a
auséncia de parasitos nestes sitios e que animais susceptiveis expressam menos NOSI que
animais resistentes. Este mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que o tratamento com
inibidor da NOS: foi capaz de reativar a infecgdo latente em animais geneticamente resistentes 3
infeccfio, demonstrando assim que o controle da replicag@o do parasito intracelular € dependente
da produgio de NO (STENGER ef af., 1996b)

Estudos in vivo realizados por (TITUS ef al. 1989) em camundongos
susceptiveis e resistentes a infecglio por Leishmania major, foram tratados com TNF- a
recombinante humano. Em relagdo aos camundongos tratados com esta citocina, observaram uma

melhora na infecgdo, enquanto aqueles tratados com anti-TNF-a, houve uma exarcebacio no

de leishmaniose (TITUS et al. 1989; VIEIRA et al. 1996, FONSECA, 1997).

HEINZEL ef ai. 1991 e LOUIS ef al. 2001, demonstraram gue a produgio de
INF-y possul uma capacidade de curar lesBes de diversas linhagem de camundongos infectados
com Leishmania major.

De acordo com (DIMOV ef al. 1992; BRATTER er al. 1999), observaram a
capacidade da propolis induzir in vive a produgiio de TNF-o, IL-6 ¢ IL-8, estas citocinas sfo
responsaveis pelo combate aos parasitas intracelulares. Ainda a importancia do IFN-y na indugdo

de Oxido Nitrico foi demonstrada por meio de experimentos nos quais essa citocina foi capaz de
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aumentar a transcrigdo da NOSi e a liberagio de NO por macréfagos de camundongos
estimulados (DING ez af. 1988; DRAPIER et al. 1988).

Varias citocinas atuam de forma sinérgica com o IFN-y aumentando a
produgdio de NO e potencializando a atividade microbicida das células estimuladas. Neste sentido
for verificado que o TNF- o atua sinergicamente com o IFN-y na indugio da NOSi e
conseqiientemente na produgdo de NO por macrofagos in vitro ( DING et al. 1988).

Podemos ressaltar que a propolis possui um papel importante no controle de
infecgdes, devido a capacidade de indugBo de TNF-a, que atua em conjunto com o INF-y,
promovendo um aumento da produgéo de NO. Sabendo ainda do importante papel do TNF-a no
estimulo celular para o controle da infecgio por diferentes espécies do género Leishmania,
acredita-se que a propolis possa atuar no sentido de estimular o organismo do hospedeiro para o
combate ao parasitismo, podendo assim atuar como agente coadjuvante no processo terapéutico

da infecgio.

Em relagio ao bioterdpico, em nenhuma das poténcias ocorreu indugdo de

NO. Acredita-se que essa ndo indugdo na produgio de NO esteja relacionada com a teoria
homeopética, onde a eficacia do medicamento homeopatico necessita de uma forga vital, ou seja,
0 organismo como um todo, e ndo apenas de um conjunto de células isoladas, como é realizado

nos ensaios in vitro.
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7. Conclusoes Gerais

Diante do exposto, podemos concluir de uma maneira geral que:

a) Para os ensaios in vitro;

. A atividade bioldgica da propolis sobre as formas promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis, demonstrou resultados mais satisfatorios em relagdo ao controle
positivo (anfotericina B); para o bioterapico, esse protocolo ndo foi efetivo no processo de
avaliagio;

. Para as formas amastigotas, nem a propolis, nem o bioterapico apresentaram
bons resultados, o que demonstrou que essas prepara¢des ndo foram capazes de matar o
parasito infracelular, em um sistema in vitro, onde aventamos a necessidade de

- parficipagdo-do sisterna bioldgico como um todo para a ocorréncia de um efeito efetivode -

lise parasitaria.

b) Para os ensaios in vivo:

. Nesse ensaio, para a propolis administrada concomitantemente por via oral e
topica, observamos melhores resultados quando comparamos aos demais grupos
experimentais;

. Em relagio ao Bioterdpico, observamos que as poténcias 30 CH e 200 CH

administradas tanto por via oral como por via intraperitoneal, promoveram melhores
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resultados quando comparados com as outras poténcias, embora nenhum dos compostos
em analise determinou cura parasitolégica dos animais tratados;

® Apesar da nfo observagdo de cura parasitologica, podemos salientar a elevada
importincia da experimentagio in vivo para medicamentos homeopaticos, tendo em vista
que os resultados s6 foram significativos quando da utilizagdo do sistema biologico
complexo, o que esta em pleno acordo com os principios que regem a homeopatia, como

ciéncia.

¢) Na verificagio da indug8o da produgio do 6xido nitrico:

. Foi observado que a propolis, na concentragio de 250ug/mL, determina uma
elevagio significativa da produggio de NO, indicando que um dos possiveis mecanismos
de aglo desse extrato possa ser pela determinagdo de “stress™ oxidativo, em um sistema

biologico complexo (modelo in vivo).
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Figura A: Imagens fotograficas das lesSes causadas por L. (V.) braziliensis em
camundongos Mus Musculus, apos 90 dias do tratamento com cloreto de sédio 0,9%. 1
— Grupo controle negativo tratado por via oral. 2 — Grupo controle negativo tratado por
via topica. 3 - Grupo controle negativo tratado por via oral e topica,
concomitantemente. 4 - Grupo controle negativo tratado por via intraperitoneal. (Fotos
gentilmente fotografadas por Fabricio Villela Mamede)
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Figura B: Imagens fotograficas das lesSes determinadas por Leishmania (Viannia)
braziliensis em camundongos Mus Musculus, apds 90 dias de infecgio e submetidos ao
tratamento com a prépolis. 1 — Grupo tratado por via oral. 2 — Grupo tratado por via
topica. 3 e 4 — Grupo tratado por via oral e topica, concomitantemente. Observa-se no
grupo iratado por ambas as vias, animais que permaneceram apenas com nodulo
leishmaniotico (4).




88

Figura C: Imagens fotograficas das lesBes causadas por L. (V.) braziliensis em
camundongos Mus Musculus, apés 90 dias do tratamento com o bioterapico, por via
oral. 1 — Grupo tratado na poténcia 30 CH. 2 — Grupo tratado na poténcia 30 DH. 3 -
Grupo tratado na poténcia 200 CH. 4 - Grupo tratado na poténeia 200 DH. (Fotos
gentilmente fotografadas por Fabricio Villela Mamede)
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Figura D: Imagens fotograficas das lesGes causadas por L. (V) braziliensis em
camundongos Mus Musculus, apos 90 dias do tratamento com o bioterapico, por via
intraperitonial. 1 — Grupo tratado na poténcia 30 CH. 2 — Grupo tratado na poténcia 30
DH. 3 - Grupo tratado na poténcia 200 CH. 4 - Grupo tratado na poténcia 200 DH.
(Fotos gentilmente fotografadas por Fabricio Villela . Mamede)
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