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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por parasitas do género Leishmania
que sdo protozoarios intracelulares obrigatérios, infectam células do sistema fagocitico mono-
nuclear e sdo transmitidos por flebotomineos. A quimioterapia é o tratamento mais eficaz da
doenca. Apesar de uma variedade de drogas antileishmania estarem disponiveis, estas drogas
sdo geralmente toxicas, caras e requerem um longo periodo de tratamento. Novas drogas iso-
ladas de plantas e microorganismos t€ém demonstrado acdo leishmanicida. Assim, considera-
mos interessante analisar o metabdlito secundario (HMP) produzido por algumas espécies de
fungos como Aspergillus, Penicillium e Acetobacter contra promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis e o seu efeito sobre a célula hospedeira. Este metabdlito tem atividade bacterios-
tatica e € eficaz na inibi¢do da formagao de L-DOPA (3,4-dihidroxi-L-fenilalanina) pela tiro-
sina no processo de biossintese de melanina. Entretanto, a atividade antileishmania e os efei-
tos sobre a célula hospedeira ndo sdo conhecidos. Sendo assim, o HMP diminuiu o crescimen-
to de promastigotas em 62% na concentracido de 50pug/mL (ICsy 30.6pg/mL). Além disso,
ocorreu uma diminuicéo do crescimento de 79% (ICsp 13.3pug/mL) de amastigotas em macré-
fagos infectados e tratados com a mesma concentracdo. Alem da acdo sobre o parasito,varios
efeitos foram observados em macréfagos tratados, como o aumento do citoplasma e da habili-
dade de espraiamento, alteragdes no citoesqueleto, aumento da fagocitose, do nimero de pro-
jecdes citoplasmaticas e vacuolos. A anélise da atividade microbicida da célula hospedeira
tratada mostrou que ocorreu a producdo de radicais superdxidos, detectado pelo teste com
Nitro Blue Tetrazolium (NBT), mas néo foi observada a produgdo de NO e alteracio na ativi-
dade da enzima fosfatase dcida. Nenhum efeito citotoxico e aumento de morte celular foi ob-
servado na célula hospedeira. Estes resultados demonstraram que o metabdlito foi eficaz na
inibi¢do do crescimento do protozodrio sem causar danos a célula hospedeira. Assim, a partir
dos resultados obtidos conclui-se que o HMP pode ser utilizado como agente leishmanicida,
sendo promissor para utilizacdo tépica no combate a Leishmaniose tegumentar causada por
Leishmania amazonensis, uma vez que ja € utilizado em cosméticos para tratamento de me-

lasma.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; Leishmania (Leishmania) amazonensis, Macréfagos, Citoes-

queleto, Acido kéjico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of disease caused by Leishmania genus parasites that are
intracellular obligatory protozoa, infects cells of mononuclear phagocytic system and are
transmitted by phlebotomine sandflies. Chemotherapy is one of the most effective treatments
for this disease. Although a number of antileishmanial drugs are available, these drugs
generally are toxic, expensive and require long-term treatment. New drugs isolated from
plants and microorganisms have shown leishmanicidal action. Thus, we consider interesting
to analyze a secondary metabolite (HMP) produced by some species of Aspergillus,
Penicillium and Acetobacter fungi against promastigote and amastigote of L. amazonensis and
its effects on host cell. This metabolite has bacteriostatic activity and effectively inhibits the
formation of L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine) from tyrosine on melanin
biosynthesis process. However, antileishmanial activity and effects on host cells are not
known. Therefore, HMP acted decreasing 62% of the growth of L. amazonensis promastigotes
at 50pg/mL concentration (ICsp 30.6pg/mL). Moreover, was observed a growth inhibition of
79% (ICsy 13.3pug/mL) in amastigotes in infected macrophages at the same concentration.
Beyond the action upon parasite, many effects were observed on treated macrophages as the
increase of cytoplasm and spreading ability, cytoskeleton alterations, phagocytosis
enhancement, high number of cytoplasmatic projections and vacuoles. Treated host cell
microbicide activity analysis demonstrated that occurred superoxide production, detected by
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) assay, however it wasn’t observed NO production and
alteration in acid phosphatase activity. No cytotoxic effect and cell death were observed on
host cell. These results showed that secondary metabolite effectively inhibits the parasites
growth, without host cell injury. Thereby, from results obtained it’s possible to conclude that
HMP can be used as leishmanicidal agent, being a promising for topic using against
tegumentary leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis, once that is already used on

cosmetics for melasma treatment.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, macrophages,

Cytoskeleton, Kojic acid.



1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sao um complexo de doencas que acometem milhdes de pessoas em
todo o mundo. E causada por vinte espécies (WHO, 2009) de protozodrios flagelados perten-
centes ao género Leishmania (LIBUSOVA et al., 2004). A patologia se manifesta sobre di-
versas formas clinicas: visceral, mucocutanea e cutinea (PARIS et al., 2003). A transmissiao
ocorre através da picada de insetos hemat6fagos, conhecidos como flebotomineo, pertencen-
tes a 30 espécies diferentes, dependendo da sua localizacdo geogrifica.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde, as Leishmanioses afetam 88 paises,
dentre os quais 72 sdo classificados como paises em desenvolvimento. Cerca de 2 milhdes de
pessoas no mundo sdo afetadas pela leishmaniose, sendo uma das seis doencgas tropicais de
maior relevancia no mundo (WHO, 2009).

Desde a década de 40 a terapia mais aceita para todas as formas de Leishmaniose € a
utilizacdo de antimoniais pentavalentes (DI GIORGIO, 2000). Entretanto, a presenca de vari-
adas formas clinicas da doenc¢a unida ao surgimento de cepas resistentes aos antimoniatos
pentavalentes, principalmente aquelas pertencentes ao género Viannia tém dificultado o tra-
tamento (ASHUTOSH et al., 2007; DIAS et al., 2007). As drogas de segunda linha como
anfotericina B e pentamidina estdo demonstrando pouca eficicia no tratamento devido ao de-
senvolvimento de cepas resistentes, por serem tratamentos invasivos e toxicos causando rea-
¢coes adversas (MUKHERIEE et al., 2006; CROFT et al., 2006; SANTOS et al., 2008). No-
vos medicamentos como miltefosina, paromomicina e sitamaquina estdo sendo utilizados am-
plamente como tratamento para LV na India e também como tratamento opcional em pacien-
tes infectados por cepas resistentes (NEUBER, 2008). Além disso, a busca por produtos natu-
rais estd sendo foco da maioria das pesquisas devido, principalmente, aos baixos custos na
obtencdo dessas substancias. Mais recentemente, alguns estudos demonstraram, que extratos
naturais como alcal6ides e flavondides possuem excelente atividade contra tripanossomati-
deos (TEMPONE et al., 2005; SULSEN et al., 2007; MISHRA et al., 2009).

Atualmente, estdo sendo desenvolvidos estudos sobre o uso de nonoparticulas e lipos-
somas como meio de transporte de drogas ja utilizadas no tratamento da Leishmaniose, devi-
do ao seu pequeno tamanho e estabilidade quando em contato com a célula hospedeira (LA-

LA et al., 2004; 2006; SANTOS et al., 2008).



1.1 AS LEISHMANIOSES

1.1.1 Classificacao

Nas Américas sdo conhecidas, atualmente, 11 espécies dermotrépicas de Leishmania
causadora de doenga humana e oito espécies descritas em animais. No Brasil, ja foram identi-
ficadas sete espécies, sendo que seis pertencem ao subgénero Viannia e uma ao subgénero
Leishmania. As espécies mais conhecidas sao Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) gu-
yanesis e L. (Leishmania) amazonensis. As outras quatro espécies foram descritas recente-
mente nas regides Norte e Nordeste, sendo elas: L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) linden-
berg e L. (V.) shawi (BRASIL, 2007).

1.1.2 Morfologia

A Leishmania € um protozodrio intracelular obrigatério de células do sistema  fago-
citico mononuclear e apresenta duas formas evolutivas: a forma promastigota (Figura 1A-B),
com corpo celular e flagelo alongados, presenca do cinetoplasto, caracteristico de sua ordem
Kinetoplastida sendo encontrada no tubo digestivo do vetor; e a forma amastigota (Figura 1

C-D), com corpo celular arredondado, flagelo internalizado e cinetoplasto (SOUZA, 1997).



Figura 1. Forma promastigota: A- desenho esquematico. B- Ultraestrutura de promastigotas de
L. braziliensis. Forma amastigota: C- desenho esquematico. D- Ultraestrutura de amastigota
Leishmania sp.

Fonte: B- Laboratério de Biologia Estrutural, UFPA, 2007 e A, C e D - The Medical Journal of Aus-
tralia, 2004. F-flagelo, FP-bolsa flagelar, K-cinetoplasto, M-mitocondria, N-nicleo.

1.1.3 Ciclo

O parasito € transmitido por flebotomineos para o hospedeiro vertebrado, principal-
mente em regides com areas florestais. No intestino do vetor, as formas promastigotas passam
por um processo de metaciclogénese, onde nao se reproduzem e passam a ser infectante devi-
do a alteracdes nos seus constituintes de membrana, como o alongamento da molécula do li-
pofosfoglicano (LPG), principal fator de viruléncia (PINTO-DA-SILVA et al., 2002; PI-
NHEIRO et al., 2004; GUEIRARD et al., 2008).

Ap6s o repasto sanguineo realizado pelo vetor, as formas promastigotas sdo reconhe-
cidas na pele por células do sistema imune. As promastigotas passam entdo para o meio intra-
celular formando o vacuolo parasitéforo, onde por influéncia de enzimas e alteracdes do pH e
temperatura sofrerdo modificacdes morfolégicas adquirindo a forma de amastigota (SERENO
et al., 2007). Essa forma passa a se multiplicar no interior das células fagociticas até a ruptura,
passando a infectar novos macrdéfagos e também novos vetores se estiverem presentes no

mesmo habitat do homem infectado (BAILEY e LOCKWOOD, 2007).



1.1.4 Aspectos Epidemiologicos

As Leishmanioses apresentam variadas manifestacdes clinicas (Tabela 1), que se en-
caixam dentro de duas categorias amplas: Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Te-
gumentar Americana (LTA).

A Leishmaniose tegumentar é um problema de satude piblica que atinge 88 paises em
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), sendo registrado por volta de 1,5 mi-
1hdes de casos. E considerada pela OMS, como uma das seis mais importantes doencas infec-
ciosas, devido ao alto coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades (BRA-
SIL, 2007).

No Brasil o perfil da leishmaniose estd mudando devido, principalmente, a expansio
humana para dreas endé€micas florestais, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao ho-
mem para uma doenca de cardter rural-urbana. Devido a expansdo de cidades e dreas de ex-
ploracdo de madeira e minério houve um aumento nos registros de casos de LTA nos ultimos
anos (CHAGAS et al., 2006). Foram registrados 28.233 novos casos no periodo de 1996 a
2007, sendo que a maior parte dos casos ocorreram nas regides Nordeste e Norte. No Estado
do Para houve um aumento de casos passando de 3074 em 2007 para 4754 novos casos em

2008 (BRASIL, 2007, 2008).



Tabela 1: Espécies de Leishmania e forma clinica relacionada. Fonte: REINTHIN-

GER et al., 2007 (modificado).

Forma Clinica Distribuicao Geografica
Leishmania spp. do Novo Mundo
L. (Viannia) braziliensis LCL, LMC Américas do Sul e Central, México
L. (Viannia) panamensis LCL, LMC Américas do Sul e Central
L. (Viannia) peruviana LCL Peru
L. (Viannia) guyanensis LCL América do Sul
L. (Viannia) lainsoni LCL América do Sul
L. (Viannia) colombiensis LCL América do Sul
L. (Leishmania) amazonensis LCL, LCD América do Sul
L. (Leishmania) mexicana LCL, LCD América Central, México e EUA
L. (Leishmania) pifanoi LCL América do Sul
L. (Leishmania) venezuelensis LCL América do Sul
L. (Leishmania) garnhami LCL América do Sul
L. (Leishmania) chagasi Visceral Américas do Norte, Central e Sul

LCL = Leishmaniose Cutanea Localizada; LCD = Leishmaniose Cutinea Difusa; LMC = Leish-

maniose Mucocutanea

1.1.4 Aspectos Clinicos e Imunolégicos da infecciao por Leishmania (L.) amazonensis

A infeccdo por L. amazonensis tem como principal forma clinica a Leishmaniose cu-
tanea difusa (LCD) caracterizada pela formacdo de lesdes difusas ndo ulceradas por toda a
pele, contendo elevado nimero de amastigotas (SILVEIRA et al., 2005, SILVEIRA, 2009).

Ha evidéncias de que L. amazonensis tem uma capacidade particular de interferir ne-
gativamente em varios mecanismos imunoldgicos necessarios para a produgdo de uma respos-
ta imune efetiva. A auséncia de uma resposta imune efetiva torna o hospedeiro mais suscetivel
a multiplicacdo dos parasitos (PINHEIRO et al., 2004).

Pacientes que desenvolvem aspectos clinicos da LCD tém uma resposta predominan-
temente do tipo Th-2, ou seja, produgdo de anticorpos, com baixas concentra¢des de IL-12 e
INF-y e concentragdes séricas elevadas de IL-10, IL-4, IL-5 (REITHINGER et al., 2007).
Essas ultimas citocinas favorecem o desenvolvimento do parasito, enquanto a diminui¢do de

IL-12 e INF-y reduzem o recrutamento das células de defesa (GOMES-SILVA et al, 2007,



SILVEIRA, 2009). As espécies causadoras de LC apresentam uma resposta do tipo Th-1, com
producdo de INF- vy, IL-12 (REITHINGER et al., 2007; TRIPATHI et al., 2007). A produgao
de IL-10 em macréfagos infectados por Leishmania, geralmente esta envolvida com a susceti-

bilidade e progressdo da doenca (TRIPATHI et al., 2007).

1.2 A CELULA HOSPEDEIRA

Os macréfagos, juntamente com os neutréfilos, sdo as principais “células fagociticas
profissionais” no organismo. A fagocitose ¢ uma forma de endocitose por meio da qual o mi-
croorganismo e células mortas sdo ingeridos através das grandes vesiculas endociticas, os
fagossomos (MOSSER E EDWARDS, 2008).

O macréfago possui uma variedade de receptores expressos na superficie que tém co-
mo funcdo o reconhecimento de antigenos de microorganismos (GRUENHEID & FINLAY,
2003). Devido ao processo de sinalizacdo desencadeado na superficie da célula hospedeira,
ocorrerdo alteracdes morfoldgicas caracteristicas da ativacdo celular. Inicialmente ocorre um
rearranjo no citoesqueleto que promoverd uma variedade de fungdes como a motilidade, a
migracdo celular, o reconhecimento do parasito através da por¢do Fcy, a formagdo de prolon-
gamentos citoplasmaticos, a fagocitose e a fusdo de lisossomos com o vacuolo parasitéforo O
fagolisossomo entdo formado passa a ser um compartimento rico em hidrolases capazes de
degradar o parasito fagocitado (GRUENHEID & FINLAY, 2003; LOPES et al., 2006; DA-
MIANI & COLOMBO, 2003; CALLE et al., 2006; HEHNLY & STAMNE, 2007; LAZARO-
DIEGUEZ et al., 2008; PATEL et al., 2009).

Além das hidrolases, outro mecanismo utilizado como defesa é o chamado o “burst
oxidativo”, que envolve a produgcdo de ROS como ions superdxidos (O;"), peréxido de hidro-
génio (H0,) e radicais hidroxila (OH’), que auxiliard a célula hospedeira na destrui¢do do
parasito (ROBINSON, 2004; DUNAND, 2007). A NADPH oxidase € uma enzima com subu-
nidades distribuidas pela membrana fagossomal e pelo citosol. Apds a estimulagdo as subuni-
dades irdo se unir formando um complexo capaz de reduzir o O, em &nios superéxidos (O)
(ROBINSON et al, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Posteriormente, os O, sdo convertidos em
H,0, espontaneamente ou por meio da enzima superdoxido dismutase (SOD) (OLIVEIRA et
al., 2006). Além destes ROS, os macréfagos também produzem alguns radicais intermedia-
rios, principalmente 6xido nitrico (NO), através da ativagc@o enzima 6xido nitrico sintase in-
duzida (iNOS). Esta permanece ausente em macréfagos inativados, sendo ativada, principal-

mente, por meio do LPS e INF-y (HORTELANO, 2003).



A iNOS ¢ uma enzima que promove a conversdo da arginina em NO e L-citrulina
quando a célula hospedeira € ativada (Figura 2). O NO é uma molécula altamente reativa com
potente capacidade microbicida (WINBERG et al., 2007). Além disso, esta molécula € sinali-
zadora para reagdes moleculares no interior da célula, como ativacio da guanilato ciclase e

posterior liberacdo de Ca™ intracelular (LO et al., 2002; WINBERG et al., 2007).

L-arginina ||

L-citrulina

Figura 2. Desenho esquematico da acao da enzima iNOS.
A L-arginina ¢ transportada por uma proteina de membrana para o interior da célula, sendo convertida

em NO e L-citrulina pela enzima iNOS.

Juntamente a ativacdo dos macréfagos ocorrerd a producio de citocinas como IL-1,
IL-6, IL-12 e TNF-q, estimulando respostas imunes e inflamatérias, podendo ser mais severas

ou ndo, dependendo da resposta imune do hospedeiro e da espécie de Leishmania.

1.3 A INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério. O processo de fagocitose requer
uma interag¢do entre receptores especializados na superficie de células fagociticas e ligantes
complementares na membrana da célula alvo.

A fagocitose das promastigotas de Leishmania ocorre através da ligagcdo do parasito a
receptores presentes na superficie dos macréfagos, iniciando com isso a formagdo prolonga-
mentos citoplasmadticos que auxiliardo a internaliza¢do do parasito, formando, assim, um fa-
gossomo (GRUENHEID & FINLAY, 2003). Apos a internalizag@o e constitui¢do do fagos-
somo ocorrerdo alteragdes no citoesqueleto, principalmente nos microtibulos e filamentos de
actina, para iniciar a fusdo lisossomal para desenvolvimento do fagolisossomo (DIAKONO-
VA et al., 2002).

Como mecanismo de ataque e também de defesa das promastigotas, tanto em relacio



ao sistema de defesa do inseto vetor quanto aos macréfagos, existem na superficie do parasito,
moléculas de fundamental importancia para o sucesso da infec¢do, como o LPG, a GP63, agu-
cares (manose, galactose) e a fosfatidilserina. Além disso, apds a fagocitose a forma do para-
sito é alterada, transformando-se em amastigota e algumas das moléculas envolvidas na ade-
sao das formas promastigotas também estio presentes na forma intracelular, envolvidas, prin-
cipalmente no mecanismo de evasdo do parasito (CUNNINGHAM, 2002, LANG et al.,
2009).

Diversos estudos foram realizados a fim de desvendar maiores detalhes acerca dos fa-
tores de viruléncia envolvidos na interagdo do parasito com sua célula hospedeira (CUNNIN-
GHAM, 2002; DIAS et al., 2007; GUEIRARD et al., 2008). Acredita-se que este seja um dos

caminhos para o desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra as Leishmanioses.

1.4 TRATAMENTOS

O tratamento da leishmaniose € realizado utilizando-se uma variedade de medicamen-
tos. De acordo com a OMS existem tratamentos e doses medicamentosas que diferem entre
espécies do Novo e Velho Mundo, aqueles que sdo espécie-especifico e ainda entre lesdes
complexas e simples (BAILEY et al., 2007).

O principal tratamento recomendado pela OMS ainda € o antimonial pentavalente, que
pode ser administrado por via parenteral ou oral. Entretanto, algumas espécies de Leishmania
estdo apresetando resisténcia aos antimoniais pentavalentes devido ao tratamento em doses
elevadas com este medicamento (ASHUTOSH et al., 2007). Muitos estudos realizados para
demonstrar a dose correta para administracdo dos antimoniais apresentaram resultados incon-
clusivos e insatisfatorios, uma vez que a dose administrada e a via de administracdo escolhida
variam de acordo com a espécie, forma clinica e resposta do paciente (AMEEN, 2007). Rein-
thinger et al., (2007) observaram que os antimoniais administrados via parenteral sdo eficien-
tes contra LCL causada por L. braziliensis, L. major e L. tropica. Porém, tal administracio
nao demonstrou eficicia contra LMC causada por L. braziliensis (BAILEY et al., 2007). A-
Iém da resisténcia dos parasitos, 0os antimoniais apresentam variados efeitos adversos como:
elevacdo dos niveis de transaminases séricas, reacdes dérmicas locais, anorexia, nduseas e
vOmitos, tendo ainda seu uso contra-indicado durante a gravidez e em pacientes diabéticos
(PINHEIRO, 2004).

As drogas de segunda escolha sdo as anfotericinas e pentamidinas, geralmente admi-

nistradas em pacientes que ndo respondem ao tratamento com antimoniais ou que possuem



alguma restricdo ao seu uso (WHO, 2009). A anfotericina € um antibidtico que possui ativi-
dade seletiva tanto sobre Leishmania quanto em Trypanosoma devido a sua alta afinidade ao
ergosterol, esterol predominante nesses parasitos, ao contrario das células hospedeiras que
apresentam maior quantidade de colesterol em sua composi¢do. Devido ao seu uso por 30
anos no tratamento de micoses, a resisténcia causada pela anfotericina também torna o trata-
mento inadequado, principalmente em pacientes co-infectados com HIV (CROFT et al.,
2006). Por outro lado, as pentamidinas t€ém apresentado eficiéncia contra algumas espécies de
Leishmanias do Novo Mundo como L. panamensis e L. guyanesis (BAILEY et al., 2007),
além da eficédcia no tratamento de LV. Sua acdo parece estar relacionada com a inibi¢do da
biossintese de poliaminas e altera¢gdes na membrana mitocondrial (CROFT et al., 2006).

Atualmente, andlogos de lipofosfolipidios, como a miltefosina, edelfosina e ilmofosina
estdo sendo usadas como tratamento oral contra Leishmaniose, demonstrando bastante efica-
cia e tolerabilidade (AMEEN, 2007). A miltefosina foi desenvolvida para o combate ao cén-
cer (ENGEL & ZENTARIS, 2002) por atuar induzindo apoptose em células tumorais (PARIS
et al., 2004). Essas substancias demonstraram eficicia in vitro contra promastigotas e amasti-
gotas de L. amazonensis e L. donovani, causadora de LV (GANGULY, 2002; SANTA-RITA
et al., 2004; PARIS et al., 2004). Na India, os tratamentos com miltefosina ja estdo na fase
quatro de testes que envolvem seres humanos (CROFT et al., 2006; PALUMBO, 2008).

Além dos tratamentos sintéticos, muitos dleos e extratos de plantas utilizadas popu-
larmente tém sido objeto de estudos, principalmente da regido Amazdnica devido a grande
biodiversidade natural (BRAGA et al., 2007). O dleo essencial, proveniente da raiz da planta
Croton cajucara e o 6leo de capaiba apresentaram agdo leishmanicida, com atividade contra
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, além de estimular a produ¢do de NO e ROS e
ndo apresentar efeito citotoxico a célula hospedeira (ROSA et al., 2003; SANTOS et al.,
2008). Além desses Oleos, extratos naturais contendo flavondides e alcaldides sdo eficazes
contra espécies de Leishmania. Os flavondides provenientes da planta Vernonia polyanthes e
os alcal6ides provenientes da planta Galipea longifolia, demonstraram inibir o crescimento de
formas promastigotas de L. amazonensis (KAYSER et al., 2003; BRAGA et al., 2007). Outra
substancia natural que apresentou ter efeito sobre infec¢do in vitro e in vivo causada pelas
espécies L. amazonensis, L. major, L. braziliensis e L. chagasi foi o limoneno, um monoter-
peno presente em cascas de frutas (ARRUDA et al., 2009). Além disso, extratos de prépolis
também demonstraram atividade leishmanicida sobre espécies do Novo Mundo (L. amazo-
nensis, L. braziliensis e L. chagasi) e do Velho Mundo (L. tropica e L. major) MACHADO
et al., 2007; AYRES et al., 2007; DURAN et al., 2008). Um outro extrato, proveniente do
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Allium sativum, induziu a produgdo in vitro e in vivo de NO e, conseqiientemente, diminuiu a
proliferagdo de L. mexicana (GAMBOA-LEON et al., 2007).

Outros compostos descritos na literatura com agdo Leishmanicida sdo metabdlitos e
substancias produzidas e/ou provenientes de fungos. Metabdlitos isolados de fungos Nigros-
pora sphaerica, Hypocrella banbusa, Merulius incarnates demonstraram efeito sobre promas-
tigotas e amastigotas de vdrias espécies de Leishmania (KAYSER et al., 2001; MA et al.,
2004; JIN & ZJAWIONY, 2006).

A variedade de tratamentos atualmente disponiveis contra Leishmaniose tegumentar
demonstra que ndo existe uma terapia eficaz e muitos estudos estdo sendo realizados para o
desenvolvimento de drogas de baixo custo, que sejam menos invasivas, como pomadas emul-

soes, e que possam ser utilizadas em doses minimas.

1.5 O ACIDO KOJICO

O 4cido kéjico (AK), 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) (Figura 3), € um meta-
bélito aquoso produzido por varios microorganismos, especialmente fungos dos géneros As-
pergillus, Acetobacter e Penicillium. E uma substincia cristalina altamente solivel em dgua,

etanol e acetona (GOMES et al, 2001).

HO

OH

Figura 3. Estrutura quimica do acido kdjico, 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.

O AK possui uma variedade de aplicagdes, sendo utilizado, principalmente, como ini-
bidor de tirosinase (CHANG et al., 2009), agente antioxidante (NIWA & AKAMATSU,
1991; GOMES et al., 2001), como aditivo em alimentos (BURDOCK et al., 2001; BLU-
MENTHAL et al., 2004; BENTLEY et al., 2006), cosmético (NOHYNEK et al., 2004; LIN et
al., 2007) como tratamento de melasma (LIM et al., 1999; MI HA et al., 2007, AZZAM et al.,
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2009), como antitumoral (BURDOCK et al., 2001; TAMURA et al., 2006; MOTO et al.,
2006), e ainda como agente radioprotetor (EMAMI et al., 2007, HOSSEINIMEHR et al.,
2009).

Como agente antioxidante foi observado que o AK diminuiu significativamente a
quantidade de ROS em sobrenadante de cultivo de neutréfilos, entretanto, houve uma poten-
cializacdo da produgdo intrinseca desses radicais, possivelmente através da enzima NADPH
oxidase. Além disso, os neutrdfilos tratados com AK também demonstraram um aumento da
quantidade de Ca™ intracelular, fon envolvido na producdo de mediadores inflamatdrios e
ativacdo celular (NIWA & AKAMATSU, 1991). Gomes et al., (2001) demonstraram a capa-
cidade do AK em capturar ROS (OH’, O,,0,) em tampdo fosfato. O AK foi ineficaz apenas
para o radical H,O,. Seu papel antioxidante também foi detectado no Japdo, onde o AK é adi-
cionado em alimentos para preservacdo de verduras, frutas e legumes por mais tempo (BUR-
DOK et al, 2001).

Outra aplicacio para este metabolito € a utilizagdo do AK como cosmético. Nohynek
et al., (2004) demonstraram ndo haver indicios de genotoxicicidade ou toxicidade em consu-
midores de cosméticos a base de AK. Pomadas e cremes t€m sido amplamente utilizados co-
mo clareadores para pele (LIN ef al., 2007). A acdo clareadora do AK também foi vista em
peixes escuros que eram alimentados com comidas ricas em AK e tornaram-se marrom apos
49 dias de tratamento (BENTLEY et al., 2006). O uso do AK como clareador, deve-se ao fato
deste metabdlito ser um potente inibidor da tirosinase, enzima fundamental para produgéo de
melanina (MI HA et al, 2007).

A tirosinase ¢ uma enzima que converte a tirosina em L-dopamina, precursor de pig-
mentos da pele (BENTLEY et al., 2006). A agdo inibitéria da enzima tirosinase € utilizada
com eficdcia no tratamento de melasma. O AK demonstrou ser tdo eficaz quanto a hidroqui-
nona na redug@o do pigmento formado pelo melasma (LIM et al., 1999).

Além disso, o AK também vem sendo utilizado no tratamento de tumores. Moto et al.,
(2006) e Kono et al., ( 2007) demonstraram atividade proliferativa de hepatdcitos em camun-
dongos que sofreram hepatotomia e foram tratados por quatro semanas com alimentos con-
tendo 3% AK. Em camundongos com lesdo na tiredide e tratados por 8 semanas com alimen-
tos suplementados com 2% AK néo foi observada atividade tumoral (TAMURA et al., 2006).
Higa et al., 2008 induziram o aparecimento de lesdes na pele e trataram com um creme con-
tendo 3% de AK. Os autores nio observaram a formacao de nddulos, sugerindo que o AK nao
possui efeitos promotores do desenvolvimento de carcinogénese na pele (HIGA et al., 2007).

Recentemente, Fickova et al. (2008) demonstraram que derivados do AK contendo selénio
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sdo eficazes na atividade antiproliferativa em células de carcinoma de pele e mama, ndo sendo
observado efeito citotoxico.

Outra aplicacdo recente desse metabdlito é o seu uso como radioprotetor contra irradi-
acdo-y. Essa acdo pode estar relacionada com a formacgdo de complexos com manganés e zin-
co, que passam a possuir grande estabilidade hidrolitica, tornando-se altamente lipofilicos ou
ainda, devido a atividade antioxidante (EMAMI et al., 2007; HOSSEINIMEHR et al., 2009).

Sua acido sobre parasito foi demonstrada recentemente em helminto, onde foi detectada
diminuic¢do da produgdo de ovos de Schistosoma mansoni devido a inibi¢do da enzima tirosi-
nase 1 e 2 presentes nos vermes adultos (FITZPATRICK et al., 2007). Entretanto, ndo exis-
tem trabalhos na literatura sobre a agdo do AK em protozodrios e durante a interacdo com a

célula hospedeira.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (L'TA) representa um grave pro-
blema de satide ptiblica, havendo registro de sua ocorréncia em todos os Estados brasileiros.
Entre o periodo de 1996 a 2007 o pais apresentou uma média de 28.233 casos novos por ano.
A regido Norte do pais apresentou um aumento na incidéncia dos casos devido ao processo
de exploracdo da Amazonia sendo notificados aproximadamente 46,5% dos casos em 2007,
predominando os estados do Pard, Amazonas e Rond6nia. No Estado do Pard, a incidéncia da
LTA sofreu um aumento substancial, sendo registrados 3074 casos em 2007 e 4754 casos em
2008 (ALVES, 2008; BRASIL, 2007, 2008).

Devido ao aumento da ocorréncia de casos de Leishmaniose, uma diversidade de me-
dicamentos estd sendo desenvolvida com a finalidade de ativar a célula hospedeira, sem cau-
sar efeitos colaterais e a0 mesmo tempo inibir os mecanismos desenvolvidos pelo parasito
como mecanismo de evasdo a resposta imune das células fagociticas. Os medicamentos utili-
zados para tratamento das leishmanioses como os antimoniais, as pentamidinas e a anfoterici-
na, atualmente ndo t€m demonstrado eficicia devido a resisténcia criada por essas drogas em
espécies causadoras de Leishmaniose (SINGH & SIVAKUMAR, 2004; AMEEN, 2007). A-
Iém disso, os efeitos colaterais como pacreatite, ndusea e dor abdominal, sdo constantemente
relatados em pacientes tratados por longos periodos (LAWN et al., 2006). Portanto, devido a
grande diversidade de substancias utilizadas no combate a leishmaniose, torna-se necessaria a
busca de medicamentos que estimulem a resposta microbicida da célula hospedeira e que se-
jam capazes de destruir o parasito. Assim, baseado na auséncia de trabalhos na literatura sobre
a acdo do HMP como agente leishmanicida, buscou-se determinar os efeitos desse metabdlito
secunddrio sobre o protozodrio Leishmania e o seu papel sobre macréfagos e ainda, durante a

interag@o desses parasitos com a célula hospedeira.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do metabdlito 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP), sobre L.

amazonensis e sua célula hospedeira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Analisar a acio do HMP sobre as formas promastigotas e amastigotas de Lei-
shmania (L.) amazonensis;

(2) Analisar a acio do HMP sobre a célula hospedeira infectada;

(3) Analisar a viabilidade da célula hospedeira apds o tratamento com HMP;

(4) Analisar alteragdes estruturais e ultraestruturais da célula hospedeira tratada
com HMP;

(5) Analisar os componentes do citoesqueleto (actina, microtiibulos e filamentos
intermedidrios-vimentina) da célula hospedeira tratada com HMP;

(6) Determinar a resposta microbicida da célula hospedeira tratada com HMP.
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4 MATERIAL E ME TODOS

4.1 CULTIVO E MANUTENCAO DO PARASITO

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis foram obtidas em
meio NNN provenientes do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas, e man-
tidas em meio RPMI 1640, suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF) em estufa B.O.D

(Biological Oxygen Demand) a 277°C.

4.2 OBTENCAO E CULTIVO DA CELULA HOSPEDEIRA

Macréfagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos (Mus muscu-
lus). Os animais foram anestesiados e sacrificados para a coleta dos macréfagos, feita através
de lavagem da cavidade peritoneal com solugdo de Hanks estéril, utilizando seringa e agulhas
estéreis. O material aspirado foi concentrado por centrifugacdo a 600 G durante 10 minutos a
uma temperatura de 4°C. O sedimento foi ressuspendido em meio de cultura sem soro. A con-
tagem das células foi feita em Camara de Neubauer e a concentragdo ajustada de acordo com
o nimero de células utilizadas em cada experimento. Os macréfagos foram entdo transferidos
para placas de cultura de 24 pogos ou garrafas de cultura e incubados a 37 °C em estufa con-
tendo 5% de CO; e 95% de O,, durante uma hora para adesdo. Ap0s esse periodo foi feita
uma lavagem com solucdo salina de fosfato estéril (PBS) pH 7.2, para remocgao de células que
ndo aderiram, e em seguida adicionado meio DMEM suplementado com 10% de SBF. As
células foram, entdo, mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Os animais foram sacrifi-
cados de acordo com as normas do Comité de Etica (processo n° BIO001-09 CEPA-
E/ICB/UFPA) e foram acondicionados em recipientes plasticos apropriados e despejados em

containeres para coleta seletiva de material bioldgico.

4.3 OBTENCAO E DILUICAO DO METABOLITO HMP (5-hidroxi-2-hidroximetil-y-

pirona)

O metabdlito secunddrio foi obtido a partir de fungos do género Aspergillus e forneci-
do pelo Dr. Alberdan Santos e pelo Dr. Claudio Nahum do Laboratério de Desenvolvimento e

Planejamento de Farmacos da Universidade Federal do Para.
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A solug@o estoque foi preparada na concentragdo de Img/mL de HMP diluida em meio
DMEM ou RPMI. A concentragéo final utilizada para cada experimento foi obtida a partir

dessa solugao.

4.4 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

4.4.1 Atividade antipromastigota

Para andlise da atividade antipromastigota, parasitos em fase exponencial de cresci-
mento (4° dia de cultivo) foram utilizados para os testes com a droga. Os parasitos foram adi-
cionados aos pocos de cultura em uma concentragdo de 10° parasitos por mL. A droga foi
adicionada em concentra¢des de 20 e 50pg/mL obtidas a partir da dilui¢do estoque da droga
(Img/mL) e também foi utilizada na concentracdo de Img/mL, em placas de 24 pocos. A cada
24 horas de cultivo, foram retiradas aliquotas para contagem em cimara de Neubauer até o
quinto dia de tratamento. A contagem foi feita em microscopio 6ptico de campo claro (Olym-
pus BX41) considerando como vidveis as promastigotas que apresentaram motilidade. Em
todos os experimentos foi utilizado controle sem adi¢do de droga. Todos os testes foram reali-

zados em triplicata.

4.4.2 Atividade antiamastigota

Para andlise da atividade antiamastigota, macréfagos foram cultivados como descrito
no item 4.2, seguido da interacdo com promastigostas na fase estaciondria de crescimento
numa propor¢do de (1:10) durante 2 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e os macréfagos lavados com PBS, pH 7.2, por trés
vezes, para retirar as leishmanias ndo internalizadas. Posteriormente a infec¢io, os macrdfa-
gos foram tratados por 1 hora durante 3 dias. Apds o tratamento, o sobrenadante foi retirado e
as laminulas lavadas com PBS. Em seguida, as células foram fixadas com uma solugio de
Bouin (Solug@o A: solucdo aquosa saturada de 4cido picrico 300 ml: formalina 40%-100 ml :
solugdo B: 20 ml da solucdo A e dcido acético glacial-1ml) durante 30 minutos e lavadas com
etanol a 70% e dgua destilada, para retirar o excesso do fixador. A coloragdo foi feita com o
corante Giemsa, diluido a 10 % em 4gua destilada, durante 1 hora a temperatura ambiente.

Ap6s esse periodo, as células foram desidratadas em acetona 100% e passadas em misturas
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crescentes de acetona—xilol, até duas passagens finais em xilol puro. As laminulas foram, en-
tdo, montadas em ldminas de vidro, tendo Entellan como meio de montagem. Foram conta-
dos 100 macréfagos por laminula e o indice endocitico foi obtido calculando-se a porcenta-
gem de células que endocitaram e a média de parasitas por células. As células foram contadas
em microscopio ptico Olympus BX41.

A ICsg para formas promastigotas e amastigotas intracelulares foi determinada a partir

da seguinte formula (MARTIN et al., 2001):

I=1,,.,xC/ICs50 + C

I = percentagem de inibicdo (%); Inax = 100% de inibicdo; C = concentracdo do inibidor; ICsy = concentragio

necessdria para inibir o crescimento

4.5 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR EM MACROFAGOS TRATADOS COM HMP
PELO METODO DO THIAZOLYL BLUE (MTT)

O MTT, um sal tetrazolium soldvel em dgua, é convertido pelas desidrogenases mito-
condriais em cristais azuis de formazan insoliveis em dgua. O produto formazan é impermea-
vel as membranas celulares, acumulando-se em células vidveis, sendo posteriormente diluido
em DMSO (FOTAKIS et al., 2006).

Macréfagos foram cultivados como descrito no item 4.2 em placas de 24 pogos e sub-
metidos ao tratamento com o HMP nas concentra¢des de 10 a 700 pg/mL. As células foram
tratadas por 1 hora, depois lavadas 2 vezes com PBS e incubadas novamente em meio DMEM
e 10% SBF por 24 horas. O sobrenadante foi retirado e os pogos lavados com PBS. Logo apds
a lavagem, foi adicionado 0,5 mg/mL MTT diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados
a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, por 3 horas. Apds o término da incubagéo, foi reti-
rado o sobrenadante, lavado 1 vez com PBS e adicionado 200 p. DMSO em cada pogo para
solubilizacdo dos cristais de formazan e incubado em agitacdo por 10 minutos. Posteriormen-
te, a solugdo resultante foi transferida para placa de 96 pogos e lida em leitor de ELISA (BIO-
RAD Model 450 Microplate Reader) em um comprimento de onda de 570 nm (FOTAKIS et
al., 2006). Como controle negativo da reacdo, células foram mortas com solucdo de 10% de

formol em PBS como controle negativo da reagdo.
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4.6 DETECCAO DE APOPTOSE EM MACROFAGOS TRATADOS COM HMP

A detecg@o da apoptose de macrdfagos tratados com 20 e S0 pg/mL foi realizada utili-
zando a marcacdo com lodeto de Propido. Macréfagos foram cultivados em placas de cultura
de 24 pocos e submetidos ao tratamento por 1 hora com o HMP e mantidos em cultivo duran-
te 48h. Em seguida, estes macréfagos foram lavados com PBS e corados com iodeto de propi-
dio por 5 minutos. As laminulas foram montadas com PBS sob ldmina de microscopia e ob-
servadas ao MicroscOpio Confocal LSM 5 Pascal Zeiss. Células marcadas pelo IP foram con-
sideradas mortas. A percentagem de células que estavam em apoptose foi calculada utilizando

a média da contagem em 3 experimentos. Em cada experimento foram contadas 200 células.

4.7 ANALISE DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM HMP

4.7.1 Microscopia ()ptica

Macréfagos foram cultivados como descrito no item 4.2 e tratados por 1 hora com 50
pg/mL de HMP e, posteriormente, processados para microscopia Optica como descrito no i-

tem 4.4.2.

4.7.2 Microscopia ()ptica de Fluorescéncia - deteccao de filamentos de actina, microti-

bulos e filamentos intermediarios (vimentina)

Macréfagos foram cultivados como descrito no item 4.2 e tratados por 24h com a con-
centragdo de 50 pg/mL. As células foram fixadas em paraformaldeido 4% em tampao PHEM
0,1 M por 1 hora. Em seguida as células foram permeabilizadas em 0,3% Triton-X, lavadas
em PBS e os sitios de ligagdo foram bloqueados com solugdo de NH4Cl S0mM. Foram reali-
zadas lavagens com PBS suplementado com 1 e 3% de BSA. Para detec¢do de filamentos de
actina, as células foram incubadas com fluorocromo Faloidina (Molecular Probes Invitro-
gen®) diluido 1:200 em PBS com 1% de BSA durante 40 minutos, seguido de lavagem em
PBS 3% BSA e PBS 1% BSA. Ou incubadas com anticorpo antitubulina (Molecular Probes
Invitrogen®) diluido 1:100 em PBS 1% durante 1 hora, para detec¢do de microtibulo. Ou
ainda, incubadas com anticorpo antivimentina diluido 1:100, seguido de lavagem e incubagédo

com anticorpo secunddrio fluorescente (594nm), diluido 1:200 para detecgdo de filamentos
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intermediarios. As células foram incubadas com DAPI diluido 1:10 em PBS por 30 minutos
para marcagdo do nucleo, sendo lavadas em PBS e dgua. As laminulas foram montadas em
lamina contendo o ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes Invitrogen®) e obser-
vadas em microscopio optico de fluorescéncia. As células marcadas com Faloidina e com
anticorpo anti-vimentina foram analisadas em filtro de 594 nm. A marca¢do com DAPI foi
analisada em filtro de 365 nm. A andlise das células foi realizada utilizando microscépio Opti-

co Axiophot Zeiss.

4.8 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM
HMP

4.8.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Macrdéfagos foram cultivados em garrafas de cultura como descrito no item 4.2 e trata-
dos por 1 hora na concentracido de 50 pg/mL. Posteriormente, foram fixados em uma solucéo
contendo 2,5% de glutaraldeido a 25%, 4% de paraformaldeido, 2.5% de sacarose, em tampao
cacodilato de s6dio 0.1 M, pH 7.2. Apés a fixacdo as células foram lavadas 3 vezes em Tam-
pao cacodilato 0.1 M e posteriormente incubadas em solugdo contendo: 1% tetréxido de Os-
mio, ferrocianeto de potdssio 0,8% por 1 hora a temperatura ambiente. As células foram lava-
das trés vezes em tampao cacodilato 0,1 M e entdo desidratadas em série crescente de acetona
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds desidratagdo as células foram lentamente
impregnadas em resina Epon nas seguintes concentracoes: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona 100%: Epon
- 12 horas em cada etapa). A seguir o material foi colocado em Epon puro por 6 horas e de-
pois no suporte para polimeriza¢do a 60° C por 48 horas. Os blocos polimerizados foram cor-
tados em ultramicrétomo (Leica EM UC6) e os cortes obtidos foram contrastados durante 20
minutos com acetato de uranila 5%, e posteriormente durante 5 minutos com citrato de chum-

bo e observados em Microscopio Eletronico de Transmissdo LEO 906 E.
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4.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Macréfagos foram cultivados, tratados e processados como descrito no item 4.7.1 em
laminulas de vidro. A desidratacdo foi realizada em uma série de etanol (Merck) em 4gua a
30, 50, 70, 90% (10 minutos cada etapa) e 100% (3 vezes durante 10 minutos). As amostras
foram secas pelo método do ponto critico (Modelo K 850 - Marca EMITECH) usando CO,,
As laminulas foram fixadas em suporte apropriado (stub) e metalizadas com uma pelicula de
ouro de aproximadamente 2nm de espessura, usando o aparelho Emitech K550-England. As
células foram analisadas no microscépio eletronico de varredura LEO 1450VP. Como contro-

les foram utilizados macréfagos sem tratamento.

4.9 RESPOSTA MICROBICIDA DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM HMP

4.9.1 Deteccao de radicais superéxido em macrofagos tratados com HMP

Macréfagos (5x10° células por pogo) foram cultivados em placa de cultura de 24 po-
¢os como descrito no item 4.2. As células foram lavadas com PBS e incubadas com meio con-
tendo 0,5 mg/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT) e 50 pg/mL de HMP. Como controle posi-
tivo foi utilizado Zymozan A, Saccharomyces cerevisiae (Sigma). Apés 1 h a 37 °C e em at-
mosfera de 5% de CO,, as células foram lavadas com meio e fixadas em paraformaldeido 4%
por 30 minutos, desidratadas e montadas como descrito no item 4.4.2 Ap6s a montagem as

células foram analisadas em microscépio 6ptico Olympus BX41.

4.9.2 Deteccao de radicais superoxido em macrofagos infectados com Leishmania e tra-

tados com HMP

Macréfagos (5x10° células por poco) foram cultivados em placa de cultura como des-
crito no item 4.2. As células foram lavadas com PBS e incubadas com meio contendo 0,5
mg/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT), 1:10 parasitos e com 50 pg/mL. Como controle posi-
tivo foi utilizado Zymozan A (Sigma). Ap6s 1 h a 37°C e em atmosfera de 5% de CO,, as
células foram lavadas com meio e fixadas em paraformaldeido 4% por 30 minutos, desidrata-

das e montadas como descrito no item 4.4.2.
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4.9.3 Producio de 6xido nitrico pela célula hospedeira tratada com HMP

A determinag@o da concentrag@o de nitrito no meio de cultura é uma forma indireta de
se determinar a concentracdo NO produzido por macréfagos tratados e ndo tratados por 1 hora
com 10, 20, 50 e 600 pg/mL de HMP em diferentes periodos.

Este procedimento foi realizado utilizando-se o método de Griess, que consiste em a-
dicionar 50 pl do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em &4cido fosférico a 5% e Naftile-
nodiamina a 0,1% em 4gua destilada) a 50 pl do sobrenadante dos macréfagos tratados ou nao
com HMP, em diferentes periodos. A leitura foi feita por espectrofotometria sobre um com-
primento de onda de 570 nm, e a concentracio de nitrito é expressa em pM de acordo com a

curva padrdo estabelecida.

4.9.4 Dosagem da atividade da enzima fosfase acida (AcP) em macréfagos tratados com

HMP

Células tratadas com 20 e 50 pg/mL foram submetidas a dosagem da enzima AcP uti-

lizando o kit Sigma Diagnostics Acid Phosphatase de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.9.5 Detecciao da enzima fosfatase acida (AcP) em macrofagos tratados com HMP atra-

vés da MET

Macréfagos foram cultivados como descrito no item 4.2 e tratados com 50 pg/mL. A
deteccdo da AcP foi realizada através de reag@o citoquimica para andlise em MET. A técnica
foi realizada de acordo com Lopes et al, 2006. Os macréfagos tratados com HMP ou néo e
macrdfagos submetidos a interagdo com Zimozan, foram pré-fixados com glutaraldeido (1%)
e tampdo cacodilato. Posteriormente foram lavados em tampao e incubados em meio adequa-
do a enzima AcPase por 1 h a2 37°C. O meio de incubag@o continha B-Glicerofosfato (substra-
to da enzima) e cloreto de cério (agente de captura). O Cério forma um complexo com o fos-
fato e é visualizado ao MET como um precipitado eletrondenso. A incubagao foi realizada
com os seguintes controles: células sem tratamento e células submetidas a interagdo com Zi-
mozan foram submetidas a incubag¢do em meio descrito anteriormente. Como controle negati-
vo, macréfagos com Zimozan foram incubados em meio sem a presenga do substrato da en-

zima. Apoés a incubacgio, as células foram lavadas, fixadas e processadas para MET como des-
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crito no item 4.8.1. Os cortes obtidos ndo foram contrastados.

4.10 INTERACAO DE Saccharomyces cerevisiee COM MACROFAGOS TRATADOS
COM HMP

As células hospedeiras utilizadas no ensaio foram obtidas como descrito no item 4.2.
Para observar o efeito do HMP sobre a capacidade fagocitica dos macréfagos, as células fo-
ram tratadas por 24 horas. Em seguida, foi realizada a interacdo com leveduras numa propor-
¢do de (1:10) durante 2 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo, o so-
brenadante foi desprezado e os macréfagos lavados com PBS, pH 7.2, por trés vezes, para

retirar as leveduras nao internalizadas, sendo processadas como descrito no item 4.4.2.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o Biostat 4.0. O teste usado foi a analise

de variancia, ANOVA, e Teste t de Student, com p < 0,05 (AYRES et al., 2006).
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S RESULTADOS

5.1 ACAO LEISHMANICIDA DO 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL-y-PIRONA

5.1.1 Atividade antipromastigota

Para andlise da atividade antipromastigota, promastigotas de L.amazonensis foram tra-
tadas durante 5 dias com 20 e 50pg/mL e também com Img/mL de HMP. Foi observada uma
diminui¢do do crescimento de promastigotas a partir do 1° dia de tratamento quando compa-
rado a curva de crescimento padrio para Leishmania (Controle) que apresentou uma fase ex-
ponencial de crescimento nos primeiros 4 dias de cultivo. Apés 5 dias, foi detectada uma di-
minuicdo de 62% (ICs 30,6pg/mL) no crescimento de promastigotas, quando tratadas na con-

centracdo de 50 pg/mL (Figura 4).
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Figura 4. Atividade antipromastigota do HMP sobre Leishmania (L.) amazonensis tratadas por 5
dias.
Foi utilizado ANOVA, Teste de t Student. (*) p < 0,05 representa a diferenga entre células tratadas e o

controle sem tratamento.
5.1.2 Atividade antiamastigota
Para avaliar a atividade antiamastigota do HMP, macréfagos infectados com L. ama-

zonensis foram tratados diariamente por 1 h durante 3 dias. Foi observada uma diminuicao de

79% (ICsy 3,3 pg/mL) no nimero de amastigotas apds o tratamento com 50 pg/mL (Figura 5).
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Figura 5. Indice endocitico de macrofagos infectados com Leishmania (L.) amazonensis e trata-
dos com HMP por uma hora durante 3 dias consecutivos.

(a) Gréfico do indice endocitico. Foi utilizado ANOVA, t Student. (*) p < 0,05 representa a diferenca
entre células tratadas e o controle sem tratamento. (b) Macréfagos residentes sem tratamento. Observar
vacuolos caracteristicos com grande nimero de formas amastigotas (setas alongadas). (c) Macréfagos
infectados e tratados. Notar vacuolo caracteristico da infeccio por L. amazonensis (setas curtas) com

poucas formas amastigotas no interior do vactiolo parasitéforo (setas alongadas). Barra 10 um.
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5.2 ANALISE DA CELULA HOSPEDEIRA

5.2.1 Viabilidade celular

Para andlise do efeito do HMP sobre a célula hospedeira, macréfagos foram tratados
com 10 a 700 pg/mL da droga por 1 hora e mantidos em cultivo por 24 h. Foram utilizados

dois testes:

a) MTT
O método do MTT detecta a viabilidade das células tratadas através da andlise da ati-
vidade das desidrogenases presentes na mitocondria da célula. No presente estudo ndo houve
uma diminui¢do significativa de células vidveis (figura 6) apds tratamento quando compara-
dos ao controle. Como controle negativo, as células foram mortas com solucéo de 10% de

formol em PBS.

b) Iodeto de Propidio (IP)
Para andlise de morte celular foi utilizado o IP, onde apenas as células mortas sdo ca-
pazes de reter o corante. Ndo foi observado aumento no nimero de células mortas tratadas

com o HMP.
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Figura 6. Analise da viabilidade celular.

(a) Viabilidade celular através do método MTT em macréfagos tratados com HMP por 1 hora e manti-
dos em cultivo por 24 horas. (b) Morte celular detectada através da marcacdo com iodeto de propidio
em macréfagos tratados com 20 e 50 ug/mL HMP. (c) Macréfagos foram observados em microscopio
confocal e as imagens foram utilizadas para realizar a contagem de células vivas e mortas. Em verme-

lho células mortas marcadas com iodeto de propidio (setas).
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5.2.2 Microscopia ()ptica

A andlise morfoldgica da célula hospedeira tratada por 1 hora com 50 pug/mL de HMP
foi realizada sob microcopia 6ptica de campo claro (coloragdo de Giemsa). Foi observado um
aumento na quantidade de vacuolos, filopddios e maior espraiamento e adesdo celular em

macrdfagos tratados (Figura 7).



28

Figura 7. Analise morfoldégica de macroéfagos tratados com HMP por 1 hora e corados com Gi-

emsa.
(a) Controle sem tratamento. Observar aspecto geral da célula com pequenos filopddios (seta alonga-
da). (b) Macréfagos tratados com 50 pg/mL. Observar a presenca de longos filopddios (setas curtas),

presenca de vacuolos e aumento do espraiamento celular.
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Figura 7




30

5.2.3 Microscopia ()ptica de Fluorescéncia

Os components do citoesqueleto de macréfagos tratados e nao tratados foram analisa-
dos usando microscopia de fluorescéncia (Figura 8). Células ndo tratadas demonstraram ca-
racteristicas semelhantes a macréfagos residentes para filamentos de actina (Figura 8 al-a3),
microtibulos (Figura 8 b1-b3) e para vimentina (Figura 8 c1-c3). Macréfagos tratados com
50 pg/mL por 1 h demonstraram alteracdes expressivas, especialmente para a disposi¢do de
filamentos de actina, com formagao de filopddios e uma concentragio de actina nessas regides
(Figura 8 a4-a6, setas pequenas). A marcagdo para microtibulo demonstrou a polimerizacao
deste componente, extendendo-se da membrana nuclear até a membrana celular (Figura 8 b4-
b6, setas). Foi observado uma distribui¢do periférica dos filamentos de vimentina em células
tratadas (Figura 8 c4-c6, setas finas). O DAPI foi utilizado para identificacdo e andlise de pos-
siveis alteragOes nucleares. N@o foi detectada nenhuma alterag¢@o significativa no nicleo. As

células foram analisadas em Microscépio Optico de Fluorescéncia Axiophot Zeiss.
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Figura 8. Detec¢io de componentes do citoesqueleto em macréfagos tratados com 50 pg/mL de
HMP.

(al-a6) Detecgdo de filamentos de actina com Faloidina e DAPI em células nao tratadas (al-a3) e cé-
lulas tratadas com HMP (a4-a6) demonstrando a formacgdo de filopddios (setas pequenas); (b1-b6)
Deteccdo de microtibulos com anticorpo anti-tubulina e DAPI em células néo tratadas (b1-b3) e célu-
las tratadas com HMP (b4-b6) demonstrando a polimerizacdo de microtibulos se extendendo do nu-
cleo até a membrana celular (setas); (c1-c6) Deteccdo de filamentos intermedidrios (vimentina) com
anticorpo anti-vimentina e DAPI em células ndo tratadas (c1-c3) e células tratadas com HMP (c4-c6)
demonstrando a distribuicdo de vimentina na superficie celular (setas finas). Inset: Controle negativo,

macréfagos incubados omitindo o anticorpo primdrio. Barra: 10pum.
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5.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Devido ao espraiamento observado através de MO, macréfagos tratados com 50
pg/mL de HMP foram observados por MEV para uma andlise mais detalhada da formacéo de
filopddios e espraiamento. Foi possivel observar a presenca de muitos filopédios e maior es-
praiamento e adesdo nas células tratadas (Figura 9 b) quando comparadas as células néo trata-

das (controle — Figura 9 a).
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Figura 9. Alteracdes ultraestruturais em macréfagos tratados com HMP observados através de
MEV.
(a) Macro6fagos residentes sem tratamento. (b) Células tratadas apresentando vdrias projecdes cito-

plasmaticas e maior espraiamento quando comparadas as células nao tratadas. Barras: 1 um.



Figura 9
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5.2.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para obtencdo de maiores detalhes acerca da agdo do HMP sobre organelas da célula
hospedeira, macréfagos tratados com 50 pg/mL de HMP foram analisados por MET. Foi ob-
servado a presenca de filopddios e vactiolos em células tratadas (Figura 10 b, asteriscos). Nao
houve alteracdes nas organelas citoplasmdticas, como mitocondria (Figura 10 c), reticulos
endoplasmdticos ou mesmo no nucleo da célula tratada quando comparadas as células ndo

tratadas (Figura 10 a)
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Figura 10. Analise ultraestrutural em MET de macréfagos tratados com 50 pg/mL de HMP.

(a) Controle sem tratamento. Observar célula sem presenga de vactiolos e com organelas citoplasmati-
cas com caracteristicas de macrdéfagos residentes, reticulo endoplasmético em pouca quantidade (se-
tas). (b) Macréfagos tratados com 50 pg/mL de HMP. Observar grande quantidade de vacuolos (*) e
filopodios, além da presenca de mitocondrias sem alteragdes e reticulo endoplasmatico (setas). (c)
Maior aumento de (b) mostrando detalhes das mitocondrias sem alteragdes e reticulo endoplasmatico

(setas). N: Niicleo, CG :Complexo de Golgi, M: Mitocondria. Barras (a-b) 1 um; (c) 0,1 um.
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5.3 EFEITO DO HMP NO INDICE ENDOCITICO DE Saccharomyces cerevisiae

A andlise da atividade fagocitica foi realizada utilizando macréfagos tratados com 50
pg/mL de HMP por 1 h e submetidos a interacdo com Saccharomyces cerevisiae. Posterior-
mente, foi realizada a contagem do niimero de particulas fagocitadas em microscépio éptico
de campo claro. Foi observado aumento do indice fagocitico em células tratadas com HMP

(Figura 11).

350
300 ®
250

200

Indice endocitico

CTL 50pg/mL

Figura 11. Indice endocitico de macroéfagos tratados com 50 ug/mL de HMP por 1 h, seguido da

interacao por 2h com Saccharomyces cerevisiae.
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5.4 ATIVIDADE MICROBICIDA DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM HMP

5.4.1 Producao de superoxidos por macréfagos tratados com HMP

A producio de superéxido foi detectada em macréfagos tratados com 50 pg/mL a par-
tir de reacdo citoquimica com NBT. Macréfagos tratados apresentaram intensa atividade da
enzima por toda a célula (Figura 12 ¢). Um controle negativo (Figura 12 a) e um controle po-
sitivo (Figura 12 b) foram utilizados para confirmar a especificidade da reacdo. A anélise foi
feita em contraste interferencial de Normaski com objetiva de 100x em microscépio 6ptico

Axiophot Zeiss.
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Figura 12. Deteccao da producdo de superoxido através da reacao citoquimica com NBT em
macroéfagos tratados com HMP por 1 h.

(a) Controle negativo da reacdo, macréfagos ndo tratados e ndo-infectados. Observar a auséncia de
reacdo. (b) Controle positivo em macréfagos infectados com Zimozan A (Sigma). Observar reagdo no
local da infeccdo (setas). (c) Macréfagos tratados com 50 pg/mL de HMP por 1 hora. Observar reagdo

por toda a célula (seta). Barra: 10 pm.



Figura 12
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5.4.2 Producao de superoxidos por macréfagos infectados e tratados com HMP

A produgdo de superdxido foi detectada em macréfagos tratados com 50 pg/mL de
HMP e infectados com L. amazonensis a partir de reag@o citoquimica com NBT. Macréfagos
tratados e infectados apresentaram atividade da enzima no local da adesdo de formas promas-
tigotas de Leishmania (Figura 12 d - seta). Um controle negativo (Figura 12 a) e um controle
positivo (Figura 12 b) foram realizados para confirmar a especificidade da reacdo e um con-
trole apenas com interacdo com L. amazonensis (Figura 12 c) foi feito para demonstrar a ini-

bicdo da produgdo de radicais de oxigénio por esta espécie de Leishmania (seta).
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Figura 13. Deteccao da producido de superoéxido através da reacdo citoquimica com NBT em
macrofagos infectados e tratados por 1 hora com HMP

(a) Controle negativo da rea¢do, macréfagos ndo tratados e ndo-infectados. Observar a auséncia de
reacdo. (b) Controle positivo, macréfagos infectados com Zimozan A (Sigma). Observar reagdo no
local da infeccdo (setas). (c) Macréfagos com Leishmania aderida a superficie. Observar a auséncia de
reacdo devido a inibicdo da produgdo de radicais de oxigénio pela L. amazonensis (setas) (d) Macroéfa-
gos infectados e tratados com 50 pg/mL de HMP por 1 hora. Observar reacio na célula, mesmo com a

presenca da forma promastigota aderida a superficie da célula hospedeira (seta). Barra: 10 um.



Figura 13
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5.4.3 Producéo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos tratados com HMP

Para analisar se houve producdo de NO em macrofdgos tratados com HMP, células fo-
ram tratadas por 1h com a droga e mantidas em cultivo por 24 h.

A andlise da producdo de NO mostrou que ndo houve producdo significativa de NO
em células tratadas por 1 hora com 10, 20, 50 e 600 ug/mL de HMP quando comparadas ao

controle sem tratamento e as células estimuladas com INF-y. (Figura 14).

Dﬁl -

Controle INF 10ug 20ug 20ug G600ug

Nitrito {uM )

M = n =)

—k

Figura 14. Producio de NO por células tratadas com HMP.

INF: Macréfagos estimulados com Interferon-y.
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5.4.4 Atividade da enzima fosfatase acida (AcP) por macrofagos tratados com HMP

Para andlise da atividade da enzima AcP, foram utilizados macréfagos tratados com

HMP por 1 hora. Foram realizadas duas andlises:

a) Analise quantitativa
Macréfagos tratados com HMP foram utilizados para determinag@o da atividade da
AcP. Nao foi detectada diferenca na atividade da enzima AcP em células tratadas por 1 hora
com 20 e 50 pg/mL de HMP, mantidas por 24 horas em cultivo, quando comparadas ao con-

trole sem tratamento (Figura 15).

b) Analise qualitativa
Macrdéfagos tratados por 1 h com HMP e mantidos em cultivo por 24 h foram utiliza-
dos para andlise citoquimica em MET para detec¢do da atividade da enzima AcP. Foi possi-
vel observar, em células tratadas (Figura 16 d), a presenca de poucos vactolos periféricos
contendo material eletrodenso quando comparados ao controle positivo, células sem tratamen-

to submetidas a interacdo com Zimozan (Figura 16 c).
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Atividade da enzima AcP
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Figura 15. Grafico da atividade enzimatica da AcP em células tratadas com HMP.
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Figura 16. Citoquimica para deteccio da atividade da enzima AcP em macroéfagos tratados com
HMP e analisados através de MET.

(a) Macrdéfagos ndo tratados. (b) Controle da reagdo. Macréfagos nao tratados seguido da interagdo
com Zimozan, incubados na auséncia do substrato para enzima. Notar auséncia da reacdo. (c) Macré-
fagos ndo tratados seguido da interagdo com Zimozan. Observar presenca de material eletrodenso (se-
tas) no interior de vacuiolos contendo Zimozan (inser). (d) Macréfagos tratados com HMP e sem inte-
racdo. Observar pequena atividade da enzima (setas), com pouco precipitado eletrodenso em alguns
vacuolos (inset). N: ndcleo; Z: zimozan; NCH: nidcleo da célula hospedeira; V: vaciolo. Barras: (a-b,

d, inset c) 2 um; (c) 3 um, inset d 0,5 um.
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Figura 16
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6 DISCUSSAO

A atividade microbicida da célula hospedeira para destrui¢do do microorganismo inva-
sor envolve uma série de alteracdes na célula hospedeira. Os macrofagos sdo as principais
células de defesa envolvidas no controle e/ou desenvolvimento das leishmanioses. Quando
entram em contato com o parasito sofrem diversas alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas, co-
mo aumento do espraiamento e adesdo celular, a produgdo de radicais de oxigénio e superdxi-
dos e promocdo de uma resposta imune especifica (KOBAYASHI et al., 2005). Inicialmente,
foi verificado no presente estudo se macréfagos infectados e tratados com HMP reduziriam os
parasitos intracelulares de uma maneira dose-dependente. A partir dos resultados obtidos foi
possivel observar que houve uma reducdo significativa do nimero de promatigotas de L. (L.)
amazonensis utilizando de 50 pg/mL, sendo esta reducido de 62% quando comparado aquelas
sem tratamento e de 79% no nimero de amastigotas em células parasitadas.

Resultados semelhantes foram observados com outros metabdlitos e compostos extrai-
dos de fungos. Roy et al. (1990) ao analisar a agdo de uma micotoxina, a faseolinona, sobre L.
donovani, obteve uma diminuicdo de 90% no crescimento de formas promastigotas tratadas
com 50 pg/mL. Outro metabdlito isolado do fungo Nigrospora sphaerica, a afidicolina, utili-
zado como inibidor do ciclo celular, demonstrou efeito sobre promastigotas de L. donovani, L.
infantum, L. enriettii, L. major e amastigotas de L. donovani (KAYSER et al., 2001). Além
disso, as substincias hipocrelina A e B, que sdo pigmentos isolados de fungos Hypocrella
banbusa, também demonstraram efeito contra L. donovani, sendo que a hipocrelina A parece
ser mais eficaz que a B e até mesmo que a pentamidina e anfotericina B (MA et al., 2004).
Um composto proveniente do cogumelo Merulius incarnates também demonstrou efeito sobre
promastigotas de Leishmania (JIN & ZJAWIONY, 2006).

Os resultados encontrados na literatura relacionados a atuag@o de metabdlitos de fun-
gos sobre a Leishmania analisaram apenas agdo sobre o parasito. Poucos destes estudos de-
monstraram o efeito dos metabdlitos sobre a célula hospedeira, especialmente macréfagos.

O macrofago € a principal célula envolvida na resposta imune celular contra protozoa-
rios do género Leishmania presentes em individuos infectados. O controle da doenca somente
€ possivel através da ativagdo das células hospedeiras contra os mecanismos de escape do
parasito. Sendo assim, varios medicamentos estdo sendo analisados com a finalidade de ativar
a célula hospedeira, sem causar efeitos colaterais e a0 mesmo tempo inibir 0s mecanismos
desenvolvidos pelo parasito para burlar a resposta imune das células fagociticas. Entretanto,

diversos medicamentos utilizados para tratamento das leishmanioses como, por exemplo, os
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antimoniais, as pentamidinas e a anfotericina, atualmente ndo t€ém demonstrado eficicia devi-
do a resisténcia criada por essas drogas em diferentes espécies de Leishmanias (SINGH &
SIVAKUMAR, 2004; AMEEN, 2007). Portanto, a busca pelo uso de medicamentos em bai-
xas doses, que estimulem a resposta microbicida da célula hospedeira, sem alterar sua morfo-
logia ou fungdes bioldgicas e que, ainda seja capaz de destruir o parasito, é continua.

Diversos estudos tém demonstrado que bioprodutos e diferentes drogas tém sido capa-
zes de estimular macréfagos em diferentes aspectos (PEREIRA et al., 2005; LOPES et al.,
2006; MORROW et al., 2007; TIWARI AND KAKKAR 2009; MAITY et al., 2009). Essa
ativacdo é observada quando ocorre aumento da adesdo e espraiamento celular, alteracdo no
indice fagocitco e ativagcdo da resposta microbicida celular, como producido de ROS (BILI-
TEWSKI et al., 2008). No presente trabalho, o uso do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona
(HMP) em macréfagos promoveu a ativagdo destas células com produgdo de ROS em macré-
fagos ndo infectados e também em células infectadas com L. amazonensis, espécie capaz de
inibir a resposta microbicida da célula hospedeira (BALESTIERI et al., 2004). Niwa & Aka-
matsu (1991) demonstraram que o AK aumentou a capacidade de neutréfilos produzirem ra-
dicais de oxigénio e também o mecanismo de fagocitose. O aumento na producdo de ROS
também foi observado em macrofagos tratados com extratos provenientes de cogumelos Len-
tinus edodes (LEE et al., 2008). Entretanto, macréfagos tratados com HMP ndo foram capa-
zes de alterar a produgio de Oxido Nitrico (NO). Esse resultado estd de acordo com estudos
realizados com um polissacarideo proveniente do fungo Agaricus brasiliensis que também
ndo foi capaz de estimular a produgdo de NO (MARTINS et al., 2008). Essa reducdo na pro-
ducgdo de NO pode estar envolvida com o mecanismo de protecdo da célula, uma vez que o
NO em excesso € toxico e possui papel importante na autoregulacdo da apoptose em macrdfa-
gos. Dependendo da quantidade e duragcdo da produg@o de NO, pode haver uma inibi¢do re-
versivel das fun¢des dos macréfagos, como a formagdo de pseuddpodes, fagocitose e adesdo
das células ao substrato (JUN et al., 1996; GOTOH et al., 2002; HORTELANO et al, 2003;
KHARAZIL et al., 2003; MORI, 2008).

Além da analise da producgdo de radicais de oxigénio, NO e superdxidos pela célula
hospedeira, foi analisada a a¢do da enzima fosfatase dcida, que ¢ uma hidrolase presente no
sistema endossomo/lisossomal que também € utilizada como critério de avaliacdo da ativacio
do macréfago e da fusdo fagolisossomal (LOPES et al., 2006). Entretanto, ndo foi observado
um aumento na atividade desta enzima em células tratadas com HMP por 1 h. Foi observada a
presenca de material eletrodenso em alguns vactolos da célula analisado através de reacdo

citoquimica para detec¢do de AcP em MET.
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A maioria das fun¢des de macréfagos ativados, como producdo de ROS, adesdo celu-
lar, espraiamento, fagocitose, apresentacio de antigenos entre outras, sdo reguladas por com-
ponentes do citoesqueleto (AMER e SWANSON, 2002; CRUZ et al., 2007; MORROW et al.,
2007; CRUME et al., 2007; BILITEWSKI, 2008; MOSSER e EDWARDS, 2008). Assim,
além da avaliacdo da atividade microbicida, também foram observadas alteracdes em filamen-
tos de actina, microtdbulos e filamentos intermedidrios (vimentina) em macréfagos tratados
com HMP. O HMP foi capaz de promover a reorganizacdo dos componentes do citoesqueleto.
Gupton et al. (2002) demonstraram que a estabilidade de microtibulos contribui para o rear-
ranjo de filamentos de actina e a extensdo de filopddios. Esses filamentos proporcionam uma
modulagdo de microtibulos que contribui para o espraiamento e fagocitose celular (GUPTON
et al., 2002). Células tratadas com HMP também demonstraram filamentos de actina dispostos
nos filopddios. Alguns produtos microbicidas, como LPS, também sdo capazes de estabilizar
tais filamentos, contribuindo com o aumento da adesdo celular (WILLIAM et al., 2000). A-
Iém disso, um polissacarideo proveniente de cogumelo também foi capaz de estimular a for-
macdo de filopédios (LEE e al., 2008). A presenca de filopddios e espraiamento celular tam-
bém foi observada através da MEV no presente estudo. A extensdo dos componentes do cito-
esqueleto, pricipalmente de microtibulos e filamentos de actina, € fundamental tambem para
a fusdo do lisossomo ao fagossomo (PATEL et al., 2009; DAMIANI et al., 2003). A disposi-
¢ao de vimentina foi observada na superficie de células tratadas com HMP. Varios estudos
demonstraram que essa caracteristica periférica da vimentina, em mondcitos estimulados com
TNF-a, pode estar relacionada com a ativagdo do mecanismo oxidativo (MOR-VAKNIN et
al., 2002; DEPIANTO e COULOMBE, 2004; GARG et al., 2006). Sendo assim, a andlise do
citoesqueleto torna-se uma caracteristica importante na ativagio celular, uma vez que filamen-
tos intermedidrios parecem estar associados aos microtibulos para proporcionar a sustentacdao
de organelas (CORREA et al., 1999; TANG et al., 2008) e também parecem estar ligados aos
filamentos de actina através da fimbrina, para a formacao dos filopddios.

Também foram observadas alteragGes ultraestruturais em macréfagos tratados. Estas
células apresentaram inimeros vactolos, com aumento das cisternas do reticulo endoplasma-
tico e filopddios. Devido ao rearranjo do citoesqueleto e maior espraiamento celular, foi ob-
servado que macréfagos tratados com HMP foram capazes de aumentar a fagocitose quando
submetidos a interacdo com leveduras. Os dados encontrados no presente trabalho estio de
acordo com aqueles descritos por Lopes et al. (2006), que apds tratar macréfagos peritoneais
com Canova, observaram em microscopia optica (MO) um aumento celular com espraiamento

e projecdes celulares, além de elevada atividade fagocitica. A fagocitose € um mecanismo da
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resposta imune inata capaz de destruir patdgenos e células apoptdticas, potencializado por
citocinas, pelo LPS e por algumas drogas e/ou bioprodutos (ADEREM e UNDERHILL, 1999;
UNDERHILL e OZINSKY, 2002; STUART e EZEKOWITZ, 2005; CHO, 2008). Estes dados
demonstram a importancia dos diferentes componentes do citoesqueleto na ativacio da célula
hospedeira contra microorganismos intracelulares.

Para confirmar a seletividade da droga contra parasito foi realizado o teste de MTT em
macrdfagos tratados para avaliar a atividade mitocondrial celular. De acordo com Fotakis et
al., (2005), o teste do MTT parece ser mais sensivel as injirias sofridas pela célula em relagio
ao teste do LDH. O composto ndo afetou as desidrogenases mitocondriais de células tratadas
que foram capazes de metabolizar o MTT. Também foi realizado o teste de apoptose, onde foi
utilizado o iodeto de propidio para detec¢do de células mortas. Nao foi observado aumento de
morte em macréfagos tratados com HMP.

Tendo em vista que grande parte das substancias descritas na literatura sdo soldveis
em solugdes toxicas a célula hospedeira, o metabdlito aquoso HMP torna-se promissor para o
tratamento de lesdes causadas por protozodrios do género Leishmania. A presenca de altera-
¢Oes caracteristicas de ativagd@o celular como a polimerizagdo de filamentos de actina e micro-
tibulos, aumento da quantidade de vacuolos, maior producdo de radicais de oxigénio e supe-
roxidos, com diminui¢do do desenvolvimento de formas intracelulares do parasito demons-
tram que a provavel a¢do leishmanicida do HMP ocorre por meio da ativagdo da célula hos-
pedeira. Além disso, os testes de viabilidade, andlise estrutural e ultraestrutural da célula hos-
pedeira demonstraram que mesmo em concentracdes elevadas nao houve diminui¢do da viabi-
lidade celular. Assim, a partir dos resultados obtidos sugere-se que o HMP pode ser utilizado
como possivel agente leishmanicida.

Estudos in vivo deverdo ser realizados para comprovacdo de sua atuacdo como medi-
camento de uso topico contra leishmaniose tegumentar causada por Leishmania amazonensis,

causadora de leishmaniose cutanea difusa anérgica.

7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos permitem concluir que:
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O HMP demonstrou atividade leishmanicida sobre formas promastigotas e amastigotas
em macréfagos infectados e tratados.

O metabdlito HMP foi capaz de ativar macrofagos peritoneais de camundongo, uma
vez que houve maior espraiamento, aumento da quantidade de vaciolos e alteragdo em
componentes do citoesqueleto.

O metabdlito HMP proporcionou a produgdo de radicais de oxigénio em macréfagos
tratados e também em macrdfagos infectados com L. amazonensis.

Naio foi detectada producdo de 6xido nitrico e atividade da enzima Fosfatase dcida pe-
los macréfagos tratados com o HMP.

Niao houve diminuicdo na viabilidade celular e nem aumento da indugdo de morte ce-

lular em macréfagos tratados com o HMP.
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Abstract

Kojic acid (KA) is a secondary metabolite isolated from Aspergillus fungi that
has demonstrated skin-whitening, antioxidant, antitumor and other properties. However,
limited information is available regarding its effects on macrophages, the major cell
involved in cell defense. The aim of the present study was to analyze whether KA
affects functional properties related to macrophage activation, such as phagoeytosis and
the spreading ability over the substrate. The results revealed that 50 pg/'mL KA for 1 h
induced both morphological and physiological alterations in resident macrophages.
Immunofluorescence microscopy revealed enhanced cell spreading and an inerease in
cell surface exposure related to a rearrangement of microtubules, actin filaments and
intermediate filaments. KA also potentiated phagocytosis by macrophages, as
demonstrated by the increase in phagocytic activity towards the yeast when compared to
untreated cells. The cytotoxic assay revealed that macrophages maintain their viability
following KA treatment. These results indicate that KA can modulate macrophage
activation through cytoskeleton rearrangement, increase cell surface exposure and
enhance the phagocytosis process. Therefore, the present study reveals a novel function
for KA as a macrophage activator.
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Estruturas quimicas das substéncias citadas no presente trabalho a fim de facilitar a

comparagdo destas moléculas com a molécula do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP).

CH

1. Estrutura quimica do Linalol, 6leo proveniente da planta Croton cajucara.

HO"
HOCH;  CH,

2. Estrutura quimica da afidicolina, metabdlito proveniente do fungo Nigrospora sphaerica.

3. Estrutura quimica do limoneno, molécula presente na casca de frutas citricas.

i,
N

4. Estrutura quimica dos alcaléides do tipo quinolina, encontrado na raiz de plantas.
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5. Estrutura quimica do 5-alkylresorcinols um metabdlito obtido do fungo Merulius incarna-

tus.

6. Estrutura quimica da hipocrelina A e B, respectivamente, obtidas do fungo Hypocrella

bambusae.

N

7. Estrtutura quimica geral de polissacarideos obtidos do cogumelo Lentinus edodes.
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