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RESUMO

MESQUITA, A. Acao do fenetil éster do acido cafeico (CAPE) em Leishmania
(Leishmania) Amazonensis. 2021, 80 p. Dissertacdo de mestrado. Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2021.

As leishmanioses s&o doencgas causadas por parasitas intracelulares do género
Leishmania e seu processo infeccioso é potencializado na presenca da enzima
arginase e na ativacdo de macrofagos pelo sistema Th2. Atualmente, sao
registrados casos de resisténcia parasitaria a terapéutica e ao 6xido nitrico. O fenetil
éster do 4cido cafeico (CAPE) é um polifenol encontrado em plantas e na prépolis e
possui uma diversidade de efeitos bioldgicos. O objetivo desta dissertacdo foi
verificar se o CAPE possui potencial para eliminar cepas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis. A enzima arginase recombinante de L. (L.) amazonensis
foi utilizada como alvo terapéutico para correlacionar com a acdo sobre
promastigotas e amastigotas intracelulares. Macréfagos infectados com o parasito
foram ativados com LPS + IFN — Y associados ou ndo com o CAPE para avaliagao
do indice de infectividade. Também foi realizado um ensaio de reversdo da acao do
CAPE em macrofagos infectados tratados com o composto associado ou ndo com L-
ornitina com o objetivo de verificar se a acdo do composto era revertida apos
suplementacao. Os resultados mostraram que o CAPE apresentou uma ECso de 1,9
UM com 95% CI de 1,4 — 2,6 UM sob a enzima arginase do parasito, inibindo a
enzima de forma ndo competitiva. O valor de ICso nos promastigotas foi de 8,6 uM
com variagdo entre 7,2 uM a 10,4 uM (intervalo de confianca (Cl) de 95%). A
concentracdo que reduziu em 50% o indice de infectividade foi de 16,3 uM com
variacdo entre 9,0 uM a 31,5 pM (CI 95%). A suplementacdo com L-ornitina néo
reverteu a acdo do CAPE evidenciando que o polifenol, embora seja um potente
inibidor da enzima arginase do parasito, o seu efeito leishmanicida ocorre por
mecanismo desconhecido. Conclusdo: o CAPE é um composto que possui acéo
contra L. (L.) amazonensis, mas ndo deve agir através da inibicdo da arginase. A
acao leishmanicida do CAPE contra as duas formas do parasito pode servir de ponto

de partida para o desenvolvimento de um novo tratamento para a leishmaniose.

Palavras-chave: CAPE, arginase, poliaminas, Leishmania.



ABSTRACT

MESQUITA, A. Action of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) in Leishmania
(Leishmania) Amazonensis. 2021, 80 p. M.Sc. Dissertation — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2021.

Leishmaniasis are diseases caused by intracellular parasites of the Leishmania
genus and its infectious process is potentiated in the presence of the arginase
enzyme and the activation of macrophages by the Th2 system. Currently, cases of
parasitic resistance to therapy and nitric oxide are reported. Caffeic acid phenethyl
ester (CAPE) is a polyphenol found in plants and propolis and has a variety of
biological effects. The objective of this dissertation was to verify if CAPE has the
potential to eliminate Leishmania (Leishmania) amazonensis strains. The
recombinant arginase enzyme from L. (L.) amazonensis was used as a therapeutic
target to correlate with the action on intracellular promastigotes and amastigotes.
Macrophages infected with the parasite were activated with LPS + IFN-Y associated
or not with CAPE to assess the infectivity index. A reversion test of the action of
CAPE in infected macrophages treated with the compound associated or not with L-
ornithine was also carried out to verify if the action of the compound was reverted
after supplementation. The results showed that CAPE had an ECso of 1.9 uM with a
95% CI of 1.4 — 2.6 uM under the parasite arginase enzyme, inhibiting the enzyme in
a non-competitive way. The ICso value in promastigotes was 8.6 pM, ranging from
7.2 uM to 10.4 pM (95% confidence interval (Cl). The concentration that reduced the
infectivity index by 50% was 16.3 pM, ranging from 9.0 uM to 31.5 pM (95% ClI).
Supplementation with L-ornithine did not reverse the action of CAPE, showing that
polyphenol, although it is a potent inhibitor of the parasite's arginase enzyme, its
leishmanicidal effect occurs through an unknown mechanism. Conclusion: CAPE is a
compound that has an action against L. (L.) amazonensis, but should not act through
arginase inhibition. CAPE's leishmanicidal action against both forms of the parasite
may serve as a starting point for the development of a new treatment for

leishmaniasis.

Key words: CAPE, arginase, poliamines, Leishmania.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios
flagelados que s&o transmitidos por vetores e que nos mamiferos se multiplicam
dentro de células fagocitarias. Sua incidéncia ocorre nas regides da Africa Oriental,
paises do Mediterraneo, Sudeste asiatico e América Latina (PACE, 2014;
STEVERDING, 2017).

O medicamento de primeira escolha para tratar a leishmaniose é um
antimonial descoberto pelo médico brasileiro Gaspar Vianna no inicio do século XX.
Ao utilizar o tartaro emético, um composto ja em desuso devido aos seus efeitos
toxicos, diluido na proporcao inicial de 1:1000 e chegando até 1:100 foi administrada
em pacientes portadores que apresentaram a cura desta moléstia (DEANE, 1985;
REZENDE, 2008).

Apesar disto casos de resisténcia parasitaria ao 0xido nitrico sdo reportadas
em varias partes do Mundo. Com isso, a busca de novos possiveis compostos para
promover novas pesquisas e tratamentos é uma exigéncia. A via das poliaminas e a
enzima arginase € um alvo terapéutico relevante a ser explorado no metabolismo
das poliaminas que favorece a sobrevivéncia da Leishmania e sua inibicdo pode
proporcionar possibilidades de encontrar farmacos mais acessiveis economicamente
(ILARI et al. 2015).

Pesquisas ja foram realizadas na busca de compostos que agem sobre a
enzima, tais como epigalocatequina-3-O-galato, quercetina, o acido clorogénico, o
verbascosideo e o fenetil amida do &cido cafeico (CAPA) (DOS REIS et al., 2013;
DA SILVA, MAQUIAVELI E MAGALHAES, 2012; DA SILVA et al., 2019;
MAQUIAVELI et al., 2016; DA SILVA et al., 2020).

A partir disto, a busca de um novo composto com possibilidade de inibir a
enzima arginase justifica este trabalho, que objetivou verificar se o CAPE, pode ser

utilizado como candidato a agente terapéutico com alvo na enzima arginase.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Aspectos Socioeconémicos e epidemioldgicos das Leishmanioses

A leishmaniose € uma infeccdo causada por protozoarios do género
Leishmania transmitida através da picada de fémeas de flebotomineos do género
Phlebotomus e Lutzomyia infectadas (CDC, 2018; DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG,
2015). Sao considerados reservatorios das espécies de Leishmania: marsupiais,
cingulatas (tatus), pilosas (bicho preguica e tamanduds) roedores, carnivoros,
primatas e morcegos (ROQUE E JANSEN, 2014).

No ambiente silvestre, roedores e canideos selvagens sdo os reservatoérios de
Leishmania, contudo a infeccdo humana e canina é acidental, podendo ocorrer
guando h& a insercdo destes em regibes enzoodticas relacionado a urbanizacdo de
areas florestais, ou quando h& contato com os reservatorios naturais, associada a
presenca do vetor flebotomineo que além disto, pode se adaptar aos animais peri-
domésticos (DANTAS-TORRES, 2007; LAINSON; SHAW, 1978; NEUBER, 2008).

Em um levantamento realizado em 2014 na Guiana Francesa (MEDKOUR et
al., 2019), foram capturados e analisados o baco de 33 morcegos da espécie
Carollia perspicillata: 1 animal foi diagnosticado com infec¢cdo por Leishmania
infantum, apresentado 55,6 parasitas/g de tecido coletado embora néo
apresentassem lesfes macroscopicas.

E intitulado de zoonose reversa ou antropozoonose, quando ocorre a infec¢éo
de animais de forma esporadica a partir de humanos infectados, neste caso esta é a
terminologia aplicada quando um humano é reservatorio de alguma infeccéo e ela é
transmitida para outros vertebrados (KUMAR, 2019), como exemplo nos casos de
infeccéo L. donovani que ocorrem no Oriente Médio e no Norte da Africa (TABBABI,
2019).

A infeccdo possui as seguintes formas clinicas em humanos: leishmaniose
cutanea, mucocutanea, visceral, ou calazar, a leishmaniose dérmica pés-calazar e a
forma atipica (RUIZ-POSTIGO et al.,, 2021; SANDOVAL et al., 2021), estas estédo
demonstradas na figura 1.
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Figura 1. Formas clinicas da leishmaniose. Forma cutanea (a), forma mucocutanea (b), forma
visceral (c), forma dérmica pés-calazar (d) e forma néo ulcerada atipica (e). Fonte: Goto & Lauletta
Lindoso (2012) p. 296; Mcgwire & Satoskar (2014), p. 8; WHO (2015); Burza et al. (2018), p.956;
Sandoval et al. (2021) p. 3.

No ano de 2008 no Oriente Médio, Norte da Africa e nacBes de fronteiras
foram registrados 100.000 casos de leishmaniose. No Sudédo e na Somalia foram
registrados 4.108 casos da forma visceral e 583 casos da forma tegumentar
(TABBABI, 2019).

Em 2020, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirmou que foi notificada
sobre casos de leishmaniose por 200 nacdes, sendo que em 89 (45%) dos casos
foram classificados como endémicos para a leishmaniose cutanea e em 79 (40%)
nacdes os casos foram endémicos para a leishmaniose visceral (RUIZ-POSTIGO et
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al., 2021). Anualmente estima-se a ocorréncia de cerca de 1 milhdo de novos casos
de leishmaniose cutanea e 30.000 de leishmaniose visceral (WHO, 2021).

A Organizacdo Panamericana de Saude (OPS, 2013) considerou as
leishmanioses como um importante problema de saude publica nas Américas,
devido a sua ampla distribuicdo, elevadas prevaléncias, seus principais fatores de
risco, resultantes dos processos sociais, econdmicos e ambientais que favorecem
sua transmisséao e dificultam seu controle.

Cerca de 1.028.054 casos foram registrados de leishmaniose cutanea e
mucosa e a leishmaniose visceral foram registrados 65.934 em 17 das 18 nacdes
onde as doencas sdo endémicas no periodo de 2001 a 2019 (OPAS, 2020).

E possivel correlacionar o aspecto nutricional com a intensidade da afeccéo
parasitaria, pois a desnutricdo pode tornar individuos mais suscetiveis a infeccéo,
afetando o sistema imunolégico de um possivel hospedeiro (NWEZE; NWEZE;
ONOJA, 2020). Malafaia (2010), afirmou que tanto a leishmaniose visceral quanto a
desnutricdo caldrico proteica sdo adversidades para a saude publica.

Em um estudo retrospectivo com 55 pacientes que foram a obito devido a
leishmaniose visceral, realizado no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2008,
em alguns servigos hospitalares de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, constatou-
se que a comorbidade mais presente nestes pacientes, na admissdo do servico
hospitalar, foi a desnutricdo, prevalente em 32,7% dos pacientes (OLIVEIRA et al.,
2010). No noroeste da Etiopia, um estudo realizado com 403 individuos, de ambos
0S sexos, entre julho e setembro de 2012, a desnutricdo foi um dos principais fatores
de risco associado ao desenvolvimento da leishmaniose visceral (MENGESHA et al.,
2014).

A soro prevaléncia de leishmaniose visceral por Leishmania donovani
realizado em seis vilas de Trishal, um distrito de Bangladesh, comparando um total
de 103 cées, sendo 68 cédes de rua e 35 de posse, no periodo de outubro de 2013 a
marco de 2014, constatou que 0s animais ndo saudaveis eram 13 vezes mais
prevalentes para Leishmania donovani do que o grupo de caes saudaveis (ISLAM et
al., 2017).

O céo possui um papel relevante na transmissao da L. (L.) infantum. Para a
espécie Leishmania (Vianna) braziliensis o cdo é considerado como uma fonte
insignificante de transmisséo, a nao ser, em situacdes em que ha foco de infeccao

doméstica e peridoméstica, ele ira atrair os vetores, mas ndo necessariamente sera
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reservatorio; 0s reservatorios sdo 0s outros animais sinantropicos e domeésticos ali
presentes (DANTAS-TORRES, 2007).

Outro agravante observado no Brasil é a alteracdo do perfil da leishmaniose
visceral, visto que até a década de 1980 era classificada como uma endemia rural,
porém devido aos processos sociais da desocupag¢do ou ocupacao do espaco, como
0 éxodo rural ocorrido principalmente nesta década, a doenca passou por uma
gradativa urbanizacdo da parasitose (NETO; WERNECK; COSTA, 2009).

Um estudo realizado no municipio de Araguaina - TO, no periodo de 2007 —
2012, constatou que houve disseminacdo da leishmaniose visceral nas regides
centrais e periurbanas do municipio, sendo relacionado a baixas condi¢cdes de vida
com a incidéncia da patologia (TOLEDO et al., 2017).

Os habitos contemporaneos, tais como viagens e imigracdo, somadas as
mudancgas climaticas, guerras e a pandemia do HIV, possibilitou o avanco da
patologia as regiées nao endémicas, favorecendo assim um novo ramo de mercado
para o desenvolvimento de farmacos e vacinas que precisardo atender, além das
populacdes endémicas, as comunidades rurais e pobres (OKWOR; UZONNA, 2016).

Devido ao aumento da prevaléncia da doenca em areas ndo endémicas, nas
ultimas décadas, organizacbes internacionais, como a “Drugs for Neglected
Diseases Initiative” (DNDi) tem incentivado a busca por novos agentes
farmacologicos para o tratamento das leishmanioses (SUNDAR; SINGH, 2018).

As leishmanioses sdo endémicas no Brasil: cerca de 90% dos casos de
leishmaniose visceral que foram registrados em todas as Américas estavam
presentes em nosso pais (ALBUQUERQUE et al., 2009). Nos anos de 2001 a 2017
as regides centro-oeste, sudeste e nordeste foram a que apresentaram o maior risco
de transmissdo e que também foram as mais afetadas pela leishmaniose visceral
(DE AZEVEDO; LORENZ; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019).

No ano de 2019 o pais que mais notificou foi o Brasil a forma cutanea e
mucocutanea, cerca de 15.484 casos e a forma visceral foram 2.529 casos,
correspondendo cerca de 97% do total de casos notificados (OPAS, 2020).

Na figura 2 estd apresentado o grafico com os numeros de casos de
leishmaniose tegumentar e a figura 3 o grafico com os numeros de casos

leishmaniose visceral, ocorridas no Brasil no periodo entre 1980 e 2020.
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Figura 2. Casos de leishmaniose tegumentar ocorridos no Brasil de 1980 a 2020. Fonte: Ministério
da Saude (2021).

Figura 3. Casos de leishmaniose visceral ocorridos no Brasil de 1980 a 2020. Fonte: Ministério da
Saude (2021).

Observou-se no Brasil, que no ano de 1995 houve o maior nimero de casos
registrados de leishmaniose cutanea seguido de uma diminuicdo com o passar dos
anos (figura 2). Ja a forma visceral teve seu pico de casos no ano de 2000 apds isso
houve uma oscilacdo no niumero de casos e somente uma queda que se iniciou no
ano de 2017 (Figura 3).

A partir do banco de dados da Fundacao de Vigilancia em Saude (FVS) do
estado do Amazonas, levantou-se o perfil dos portadores de LTA no periodo de
2001 a 2010. Dos 21.942 casos registrados, cerca de 76,2% (16.372) dos pacientes
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eram do sexo masculino, o grupo etario de maior registro foi entre 21 a 30 anos com
cerca de 26,6% (5.711) (GUERRA et al., 2015).

A prevaléncia da LTA em individuos do sexo masculino foi correlacionada ao
fato deste grupo possuir vinculo trabalhista com atividades extrativistas 43.7%
(9.394), tais como caga, pesca, agricultura e silvicultura, expondo-se mais ao risco
de contrair a infeccdo (GUERRA et al., 2015).

Teles, Fonseca e Goncalves (2019) buscaram identificar o perfil da
leishmaniose tegumentar americana no estado do Amazonas, no periodo de 2010 a
2014. Com um total de 8.384 participantes em todas as idades, foi observado que
mais de 95% de casos eram da forma cutanea, sendo individuos do sexo masculino
os que foram mais afetados.

Os adultos tiveram a maior incidéncia, principalmente nas idades de 20 a 40
anos, sendo uma caracteristica deste grupo a baixa escolaridade e diversidade
de etnias. A infeccdo estava presente em ambientes rurais e urbanos, sendo
classificada como autéctones, estando presente em 75-80% dos casos (TELES;
FONSECA; GONCALVES, 2019).

Contudo, quando no que se refere ao género, ndo € somente os fatores
comportamentais que predispdem a populagdo masculina a infeccdo, ha ensaios
gue demonstram gque o0 sexo masculino pode ser mais suscetivel a infeccdo, como
demonstrado em ensaio realizado por ensaio de Lezama-Davila et al. (2007).

Os autores verificaram que em um grupo de 90 moradores, sendo 81 homens
e 9 mulheres portadores da ulcera chiclero, um termo popular local para
leishmaniose cutanea do municipio Campeche, no México, uma regido endémica de
leishmaniose causada por Leishmania mexicana, e através de sua analise
evidenciou que as pacientes do sexo feminino eram mais resistentes a infecgao
devido elevacdo seérica do fator estimulador de coldénias de granuldcitos e
macroéfagos (GM-CSF) (LEZAMA-DAVILA et al., 2007).

Outro fator relevante a infeccdo entre os géneros sdo os hormdnios sexuais,
como andriogenos, estrogenos e progestagénios, atuam de forma direta na
resisténcia ou suscetibilidade ao processo infeccioso da leishmaniose (SNIDER et
al., 2009).

2.2 Interacao parasita, vetor e hospedeiro
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As fémeas de flebotomineos sdo os vetores da doenca e sua classificacdo
taxondmica pertence a ordem Diptera e familia Psychodidae. As espécies presentes
no Novo Mundo séo do género Lutzomyia e no Velho Mundo o género Phlebotomus
(ANVERSA et al., 2018).

Inicialmente, o macho da espécie Lutzomyia longipalpis atrai a fémea através
de sinalizacdo por feroménio e emissdo sonora para o0 ato de acasalamento. Na
busca pelo seu alimento, a fémea tem habitos no periodo crepuscular e noturno,
ingere sangue dos hospedeiros vertebrados e se infecta com o parasita L. infantum
(SOUSA-PAULA; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2020).

Cada espécie de protozoario € transmitida por uma espécie de flebotomineo
diferente, além de que para manter ciclo dos parasitas o reservatério animais séo de
suma importancia, um exemplo é a espécie Lutzomyia flaviscutellata, ela € um dos
vetores de Leishmania (Leishmania) amazonensis e tem como hospedeiro roedores
da floresta Proechimys spp. (BATES, 2007).

A postura de seus ovos ocorre sob matéria organica em decomposicao, tais
como fezes, solo e matéria vegetal em decomposicédo. Os ovos eclodem as larvas
gue evoluem por 4 estdgios, se tornam pupas até total amadurecimento dos
flebotomos iniciando assim um novo ciclo reprodutivo do artropode (SOUSA-PAULA;
OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2020).

Ao picar o hospedeiro intermediario, o flebotomineo se contamina com a
forma aflagelada, amastigota que posteriormente, se desenvolve na forma flagelada,
promastigota, na luz do aparelho digestivo do artropode (PISCOPO, AZZOPARDI,
2007; KAYE; SCOTT, 2011). Este processo € intitulado de metaciclogénese da
leishmaniose (Figura 4). Ao se alimentar, os protozoérios flagelados que estdo no
estdgio metaciclico migram pela valvula estomodeal e por regurgitacdo sao
inoculados no local da picada (KAYE; SCOTT, 2011).

O que torna o protozoario no estagio metaciclico mais infectante é a presenca
de interacbes moleculares de proteinas de superficie de membrana com o
hospedeiro: a lipofosfoglicano (LPG), os fosfolipidios de glicoinositol (GIPLs) e a
glicoproteina de 63 kDa (gp23) (MOODY, 1993).

Outro fator relevante para infeccdo é a saliva do inseto, que ao entrar em
contato com os tecidos e com o sangue do mamifero possui composto relevantes
para a infeccdo, sendo eles, o fator indutor do eritema sensivel a tripsina (na lingua

inglesa, EIF) e que produz um eritema sem prurido, devido a sua sensibilidade para
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tripsina, e o0 neuropeptideo calcitonina generalizada, com acdo vasodilatadora
(RIBEIRO et al., 1989).

Figura 4. Fluxograma do processo de metaciclogénese da leishmaniose. Fonte: Bates (1994).

Ribeiro, Rossignol e Spielman (1986) concluiu que o homogeneizado das
glandulas salivares de fémeas de Lutzomyia longipalpis possui agdo antiplaquetéaria
induzida pelo colageno e ADP, substancias indutoras de eritema e a enzima apirase,
gue utiliza o ion Ca**em pH 8.0 para acao antitrombatica.

Samuelson et al. (1991), realizou um ensaio utilizando camundongos BALB/c
para verificar se em inéculos de L. braziliensis associada ou ndo a um lisado de

glandula salivar de L. longipalpis havia uma potencializacdo do estabelecimento do
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processo infeccioso através da avaliacdo do tamanho da lesdo, da carga parasitaria
e o tempo de regressao da ferida.

Como resultados, o indculo parasitario com o lisado evoluiu com lesdes apos
3 semanas e na avaliacdo da carga parasitaria, apos 8 semanas, a lesdo possuia a
carga parasitaria de 20 £ 7 milhdes (média £SD). Em contrapartida, o in6culo sem a
presenca do lisado apresentou lesbes com rapida regressdo e na avaliacdo carga
parasitaria era de < 100 apos 8 semanas (SAMUELSON et al., 1991).

No local da picada os promastigotas precisam transpassar pela matriz
extracelular para que possam ser fagocitados. Mcgwire, Chang e Engman (2003)
demonstraram em seu experimento in vitro que a Leishmania faz a expressdo da
metaloprotease gp63 para que ocorra a migracao das formas promastigotas atraves
da matriz extracelular.

Em um experimento in vitro com cultivo tridimensional de colageno I, os
promastigotas de L. (L.) amazonensis aderiram ao colageno |, degradaram estas
fibras utilizando metalo-cisteina proteases e a protease Gp23 (PETROPOLIS et al.
2014).

ApoOs transpassar pela matriz extracelular, os parasitas entraram em contato
com mondcitos, macrofagos e células de Langherans pertencentes ao sistema
reticulo endotelial (NEUBER, 2008). Foi observado que os promastigotas foram
fagocitados pelos macrofagos e em seu interior diferenciam-se em amastigotas
(PISCOPO; AZZOPARDI, 2007).

Os protozoarios que foram internalizados multiplicaram-se dentro dos
vacuolos nos fagolisossomos dos fagécitos (MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS,
2011), (Figura 5).
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Figura 5 - Macrofagos peritoneais de Swiss infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis
apontados com a seta vermelha. Células coradas com Giemsa, registradas em microscopia em
aumento de 100x. Imagens registradas pelo proprio autor (2021).

No interior de fagolisossomos ha um ambiente acidificado pela presenca de
enzimas lisossomais e seu interior € rodeada por uma membrana enriquecida com
endossomo tardio, proteinas lisossomais macrosialina, lamp-1, lamp2, ab7p e
H-ATPase vacuolar e com moléculas do maquinario de ante expressédo génica (MHC
classe Il e moléculas H-2M) nos macrofagos ativados com IFN-y (COURRET, et al.,
2002).

Em relacdo a ativacdo dos macrofagos, eles sdo classicamente descritos em
M1 e M2 (figura 04), mas ha variagBes para os macrofagos do tipo 2, sendo elas,
M2a, M2b e M2c. Os M1 sado ativados na presenca das LPS bacterianos e/ou
interferon gama (IFN-y) produzido por linfocitos TCD4* (MARTINEZ et al., 2008).

Durante as respostas alergénicas, celulares e humorais, causadas por
parasitas, se induz a ativacéo alternativa dos macréfagos pela resposta do tipo Th2
apoés secrecdo das IL-4 e IL-13. Especificamente a IL-4, que € do grupo de citocina
do tipo 1 pleiotrépica, tendo como células sintetizadoras os basdfilos, mastocitos e
as células TCD4*, ou Th2 (VARIN; GORDON, 2009).

A ativacdo dos macrofagos é essencial para as respostas imunitarias em
diversas patologias, incluindo as leishmanioses. A ativagéo € alcangada no momento
gue os receptores das células hospedeiras constatam os componentes microbianos
e ou sinais de estresse (LIMA-JUNIOR et al., 2013).

Em analise imuno-histoquimica de biopsia cutdnea de pacientes moradores

dos municipios de Amapala e Orocuina (Honduras), portadores de leishmaniose
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cutanea nao ulcerada (NUCL) causada por L. infantum chagasi mostrou que o
material apresentava macrofagos (CD68*) NK (CD56"), linfocitos T (CD4* e TCD8*)
e linfocitos B (CD20*) (SANDOVAL et al., 2021).

Durante o processo de convalescéncia, em um modelo experimental murino
de leishmaniose cutanea, as células Thl predominaram, porém na progressao da
infeccao foi observado a predominéancia de células Th2 (LOCKSLEY et al., 1987).

Pela interacdo entre macréfagos e neutréfilos foi que ocorreu a eliminacao da
L. braziliensis, através do mecanismo de producdo de moléculas superoxidos, apos
estimulo do (TNF-a) (MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS, 2011).

Apobs a estimulacgéo in vitro pelos antigenos de Leishmania uma gama variada
de perfis de citocinas de Thl e Th2 foi encontrada em lesdes de leishmaniose
cutanea, sendo que a IL-10 e IL-13 foram correlacionadas com lesbes cronicas
(WHO, 2010).

Gabriel et al. (2019) também seguiram esta linha de pensamento, pois em sua
exposicao do processo fisiopatoldgico, a leishmaniose cutanea evolui dependendo
da forma que os mecanismos de defesa foram ativados, pois ap6s serem inoculados
0os promastigotas foram fagocitados, seus antigenos foram demonstrados pelas
APC’s e a IL-12 foi sintetizada pelas células dendriticas, ativando os linfécitos e
secretando suas respectivas citocinas.

Assim, quando foi secretado a IL-4, IL-5, IL-13, juntamente com a
diferenciacdo dos linfocitos Th1l7, ocorreu a replicacdo parasitaria e lesédo tecidual.
Quando secretada a IL-12 pelas células dendriticas e/ou durante a apresentacao
dos antigenos do protozoario, houve a secrecdo das citocinas IL-2, IFN-Y e TNF-q,
consequentemente os macréfagos foram ativados e assim ocorreu a inativagdo dos
protozoarios pelo seu efeito microbicida (GABRIEL et al., 2019).

Foi relatado por Mougneau, Bihl e Glaichenhaus (2011) que em modelos
murinos suscetiveis para infec¢éo de Leishmania a resposta imunoldgica prevalente
das células T é a Th2 devido ao fato delas secretarem a IL-4, IL-5 e /6u IL-13.
Porém, para a eliminacdo do parasita a diferenciacéo das células T CD4+ devem ser
polarizadas para Thl, através da secrecdo do IFN-Y e/ou TNF-a e ativagao de
macréfagos, pois é este mecanismo imunolégico que produz NO a partir de L-
arginina pela enzima iNOS (6xido nitrico sintase induzida).

Santos-Pereira et al. (2019) em seu ensaio buscou verificar se ao adicionar IL-

4, IFN-Y e LPS em macrofagos peritoneais de lavado murino de camundongos
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BALB/c e C3H/He infectados com L. amazonensis. Como resultados, os macrofagos
tratados com IL-4 em ambas as linhagens de macréfagos apresentaram um estimulo
a proliferacdo parasitaria, e o oposto ocorreu quando foram tratadas com IFN-Y e
LPS, elas apresentaram resisténcia a infecgéo.

A resposta imunoldgica contra patégenos mediados pelos linfécitos Thl os
fatores de transcricdo da familia NF-kB sdo primordiais e a deficiéncia no NF-kb
RealA (p65) ocasiona a inativacdo de enzimas que produzem mediadores
inflamatérios como a iINOS e parasitas da espécie Leishmania podem interferir
nessa via de sinalizacdo (REINHARD et al., 2012).

Na figura 06 esta ilustrado o processo de ativacdo das respostas Thl e Th2
e seus papéis na eliminacdo ou proliferacdo dos parasitas, como descrito por

Holzmuller et al., 2018:

Figura 06 — Polarizacdo dos macrofagos, T-helper subsets e metabolismo da L- Arginina. Fonte:
Adaptado de Holzmuller et al. (2018, p.05).

2.3Via das poliaminas

Classificadas como cations alifaticos, as poliaminas putrescina, espermidina e

espermina, quando carregadas em pH fisiolégico possuem de duas até quatro
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cargas positivas, estando prontamente ligadas as membranas, ribossomos, RNA e
DNA (DAVIS, 1990).

Munder (2009) afirmou que elas sdo pequenas moléculas catibnicas que
estdo envolvidas em uma variedade de funcdes celulares fundamentais, tais como
transporte de membrana celular e proliferacdo. As primeiras destas moléculas a
serem descobertas foram a espermidina e a espermina por Antonie van
Leeuwenhoek em 1678 (WALLACE, 2009).

Com a finalidade de elucidar suas funcfes e envolvimento fisiolégico, estas
moléculas mais a putrescina foram alvo de intensivas pesquisas (NADEGE MINOIS;
DIDAC CARMONA-GUTIERREZ; FRANK MADEO, 2011), fato este atribuido devido
aos efeitos destes complexos pleiotropicos que dificultam a compreensao dos efeitos
fisioldgicos e os fisiopatoldgicos da perturbacéo do conteddo das poliaminas (PEGG;
CASERO, 2011).

Pegg (2009) afirmou que a producado cientifica sobre as poliaminas foram
bastante ativas, possuindo consideravel numero de pesquisas nas areas de
bioguimica, genética e fisiologia dos organismos tais como, plantas, mamiferos,
protozoarios parasitas e microrganismos englobando os termdfilos, sendo que estes
portam uma maior variedade destas substancias.

As poliaminas podem interferir nos processos fisiolégicos do ciclo celular,
sinalizacéo celular, autofagia, morte celular, atividade nos canais i6nicos, expressao
génica, reparacéo tecidual, células imunitarias, processos oncolégicos, metabolismo
e envelhecimento (BAE et al., 2018).

A putrescina, espermidina e espermina integram partes muito bem reguladas
das vias metabdlicas da via das poliaminas, quando alteradas foram correlacionadas
com diversas patologias devido ao mau funcionamento celular, como a proliferacao
celular desordenada nas neoplasias, a morte celular descontrolada, agregacao de
componentes insollveis e 0o aumento exponencial de patégenos nos casos de
doencas infecto-parasitarias (NADEGE MINOIS; DIDAC CARMONA-GUTIERREZ;
FRANK MADEO, 2011).

Estas substancias foram correlacionadas a replicacdo celular, todavia caso
ocorra desequilibrio na manutencao de sua concentracdo o resultado € a interrupgao
da transformacédo, do ciclo celular e da morte celular, como ocorre em células
neoplasicas, elas tém um aumento da concentracdo dos compostos (WALLACE;
FRASER; HUGHES, 2003).
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A arginase tem como funcdo no organismo catalisar a rea¢do da hidrélise da L-
arginina em L-ornitina e ureia (CHAUDHURI, 1927; VAN DEN BERG; MEURS;
GOSENS, 2018). A ureia é uma pequena molécula, rica em nitrogénio e altamente
hidrossolivel e estd presente em uma variedade de organismos no espectro
evolucionario tais como, leveduras, bactérias, plantas invertebrados e vertebrados
(JENKINSON; GRODY; CEDERBAUM, 1996).

Na cadeia de reacdo bioquimica, a L-arginina sofre a acdo da enzima
arginase e seus produtos sé&o a ureia e a L-ornitina, este segundo produto sofre
uma descarboxilagdo pela enzima ornitina descarboxilase (ODC), liberando CO:2 e
putrescina (figura 7b). Paralelamente, a molécula S-adenosilmetionina (AdoMet)
sofre uma descarboxilagcdo da S-adenosilmetionina descarboxilase (AdoMetDC)
gerando S-adenosilmetionina descarboxilada (figura 7a) (PHILLIPS, 2018).

A partir desta ultima reacdo, um grupo aminopropil € cedido pela aminopropil
transferase (WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003) a molécula de putrescina e a
partir da catalise das enzimas espermidina sintase ou espermina sintase sao
sintetizadas as moléculas espermidina e espermina, respectivamente, transferindo
este grupo aminopropil para os produtos da reacdo (figura 7c) (URDIALES;
MEDINA; SANCHEZ-JIMENEZ, 2001).

Utilizando como substratos as poliaminas, a metionina e a glutamina a
Leishmania obtém a tripanotiona, um agente antioxidante dos sistemas
glutationa/glutationa redutase (GR) e tioredoxina/tioredoxina redutase (TrxR)
necessaria para a sua sobrevivéncia na célula hospedeira (GOGOI et al., 2016;
PERDEH et al., 2019; KRAUTH-SIEGEL; MEIERING; SCHMIDT, 2003; MEDEIROS
et al., 2020; COLOTTI; ILARI, 2011).

Outra via bioguimica capaz de converter a arginina em putrescina é a via da
agmatina. A L-arginina sofre a acao da arginina descarboxilase sendo convertida a
agmatina, esta sofre acdo da enzima agmatina amidohidrolase resultando em N-
carbamoil putrescina, substrato da enzima N-carbamoil-putrescina amidohidrolase,
gue produz putrescina (FUELL et al., 2010).

Esta via esta presente ndo somente no metabolismo celular das plantas, mas
também em tecidos dos mamiferos, como nas fendas sinapticas dos neurdnios do
sistema nervoso (ALCAZAR, TUBURCIO, 2018; COLEMAN, HU, PEGG, 2004;
HALARIS, PLIETZ, 2007).

Na figura 07 esta ilustrada as vias bioquimicas das poliaminas:
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Figura 07 - Vias bioguimicas das poliaminas. Fonte: Adaptado de Nadége Minois; Didac Carmona-
Gutierrez; Frank Madeo (2011, p.04) e Perdeh et al. (2019, p.03).
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A arginina é um aminoacido semi-essencial nos humanos, considerado um
dos mais versateis aminoacidos, desempenha o papel de precursor da sintese de
ureia, oxido nitrico, poliaminas, prolina, glutamato, creatinina e agmatina (MORRIS
JR, 2018).

A arginase (L-arginina amidinohidrolase - EC 3.5.3.1) hidrolisa a L-arginina
em L-ornitina e ureia. Uma caracteristica comum de todos os estudos com a
substancia foram é que foram exigidos para sua atividade cations divalentes
(RECZKOWSKI; ASH, 1992), tais como Co?*, Ni* ou Mn?*, bem como Fe?*
(HELLERMAN; PERKINS, 1935).

Nos mamiferos as arginase | e Il requer um centro binuclear de manganés
intacto para realizar a hidrélise da L-arginina e gerar L-ornitina e ureia
(RECZKOWSKI; ASH, 1992). A arginase 1 é expressa pelos hepatécitos e se
localiza no citoplasma, enquanto a arginase 2 é sintetizada na mitocéndria dos
tecidos renais (CALDWELL et al., 2015), prostatico, do intestino delgado e glandulas
mamarias na lactacdo (MUNDER, 2009).

A arginase | participa da ultima etapa do ciclo da ureia, necessario para a
eliminagdo da amonia nos mamiferos, gerando ureia e L-ornitina. A L-ornitina possui
papel central em varias vias metabdlicas relevantes como a producdo da putrescina,
espermidina e espermina junto da ODC (ornitina descarboxilase) (MUNDER, 2009).

A putrescina também pode ser sintetizada através do catabolismo da
espermidina e espermina (figura 8) pelas enzimas espermidina e espermina N1-
acetiltransferase (SSAT) que adicionam um grupo acetil nos compostos possuem
como produtos a N1-acetil espermidina e N1-acetil espermina, respectivamente
(PEGG, 2008).

Os produtos por sua vez sao novamente catalisados pela acetilpoliamina
oxidase, que converte a N1l-acetilespermina em espermidina e a N1-
acetilespermidina em putrescina. No caso da espermina, ela sofre novamente a
acdo da enzima SSAT a convertendo em N1-acetil espermidina e a partir desta
reacdo ocorre a continuidade da reacao catabdlica (BAE et al., 2018).

A arginase Il regula a biossintese de L-ornitina em tecidos ndo hepaticos e
ambas as formas os residuos de seu ativo sdo idénticas e consequentemente
precisam de um cluster binuclear Mn?* (CLEMENTE et al., 2020). Wu e Morris Jr.
(1998) referiram que as arginases tém atraido interesses devido ao fato delas

possuirem o papel de sintetizar NO, prolina, glutamato, poliaminas e agmatina.
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Figura 8 — Sintese da putrescina pela catalise da espermina e espermidina. SSAT (espermidina/
espermina N1-acetiltransferase) e APAO (acetilpoliamina oxidase). Fonte: Pegg, 2008 e Bae et al.
(2018).

Em situacdes fisiologicas, os macréfagos com fendtipo M2 induzem a sintese
das poliaminas, apos hidrolisar a arginina pela arginase, desta reacdo tem como
produtos ornitina e ureia e tem como objetivo a reparacdo tecidual, proliferacéo
celular e biossintese de colageno (GABRIEL et al., 2019).

Abebe et al. (2012) correlacionou o agravamento da infeccéo por Leishmania
com os niveis elevados da arginase por meio de seu ensaio realizado na Etidpia: a
avaliacdo de amostras de biopsia de pacientes com lesdo causada por L. aethiopica
evidenciou um aumento do nivel da arginase das amostras ao compara-las com
biopsias de pele integra e em células sanguineas.

Nahidi et al. (2020) também demonstrou essa correlacdo: ao administrar o
inibidor da arginase nor-NOHA (N-w-hidroxi-L-nor-arginina), em fémeas de Balb/c
com as patas infectadas com Leishmania tropica constatou que o grupo infectado
com tratada com nor-NOHA, apresentou uma diminuicdo da proliferacdo parasitaria
nos linfonodos (0,41 + 0,08 parasito/dLN) ao ser comparado com o grupo controle
gue recebeu como tratamento PBS (1,38 + 0,43 parasite/dLN) apés trés meses de
tratamento.

Quando a célula hospedeira esta infectada pela Leishmania a L-arginina é
substrato tanto para a ARGl quanto para o NOS2. O NOS2 resultante de
macrofagos com fendtipo M1, sintetiza a citrulina e o NO, estes compostos
favorecem a eliminagcdo parasitaria, enquanto a ARG1 sintetizada pela ativacdo de
macroéfagos fenotipados M2 estimula a replicacdo parasitaria (MUXEL et al., 2018;
PESSENDA; DA SILVA, 2020).
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A via das poliaminas pode ser utilizada para elaboragdo de estratégias
terapéuticas sintetizando farmacos para quimioprevencdo e tratar patologias
neoplasicas e tratamentos de doencas parasitarias (COLEMAN; HU; PEGG, 2004),
pois as poliaminas sdo primordiais para o crescimento da Leishmania (MUXEL et al.,
2018).

Com a finalidade de promover a sintese de poliaminas, a arginase possui
relevancia para o desenvolvimento da Leishmania e contribui para sua infectividade.
Fato este comprovado por Aoki et al. (2017) apés realizar em seu ensaio a infeccdo
de macroéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos com amastigotas de L.
(L.) amazonensis tipo selvagem (La-WT) contra L. (L.) amazonensis arginase
nocaute (La-arg-) demonstrou que ambos os protozoarios foram capazes de infectar
os macrofagos, porém La-arg- ocasionaram um menor indice de infeccdo quando

comparado com 0 outro grupo.

2.4Terapia farmacoldgica atual

Atualmente a terapéutica da leishmaniose em humanos utiliza os seguintes
farmacos: antimoniais, pentamidina, anfotericina B, miltefosina (BRINDHA,;
BALAMURALI; CHANDA, 2021); antifungicos derivados do “azol” (ARONSON et al.,
2017) e a paromomicina (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Os antimoniais organicos foram desenvolvidos ha mais de 100 anos, sendo
que a primeira forma foi o antimonial trivalente, seguido pelo desenvolvimento do
antimonial pentavalente (LOISEAU; BORIES, 2006). Seu uso foi introduzido apos
pesquisas realizadas no século XX por Gaspar Vianna, pois uma vez que nesse
periodo ja se era de ciéncia a agcdo antiparasitédria dessas substancias, Vianna
administrou em pacientes o composto e obteve a cura, com isso ele foi consagrado
como o responsavel pela cura da leishmaniose (REZENDE, 2008).

Os compostos o estibogluconato de sddio e antimoniato de meglumina sao
antimoniais pentavalente (Sb°*). Ambos utilizados como agentes terapéuticos da LV
(leishmaniose visceral) e LC (leishmaniose cutanea) e sdo farmacos de primeira
escolha para a quimioterapia da leishmaniose (GHORBANI; FARHOUDI, 2018).

A comercializacdo do antimoniato de meglumina é feita pelo nome comercial

Glucantime em ampolas de 5 mL contendo 1.5 g da droga equivalente a 405 mg de
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antiménio pentavalente e sua administragdo € exclusivamente intramuscular
(MARSDEN, 1985; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A administracdo deve ser
diaria, em uma dosagem de 20 mg de Sb/kg/dia e tem duracdo de 20 a 30 dias
(FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

Seu mecanismo de acdo ndo esta esclarecido, porém o composto necessita
passar trés membranas da célula hospedeira até adentrar no fagolisossomos e agir
sob os amastigotas, acredita-se que a forma pentavalente é convertida para a forma
trivalente, contudo o seu mecanismo de conversdo também ndo esta esclarecido
(LOISEAU; BORIES, 2006).

Capela, Moreira e Lopes (2019) afirmam que o uso do Glucantime e do
pentosan inibem a tripanotiona redutase, uma substancia essencial para a
sobrevivéncia parasitaria dentro do macréfago, pois ela usa o sistema
triparedoxina/triparedoxina peroxidase (TXN/TXNPXx) para neutralizar as espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Os efeitos colaterais ao uso do medicamento sédo dor no local da aplicacéo,
nausea, émese, astenia, mialgia, diarreia, coélica abdominal, rashs cutaneos
(FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009), arritmia cardiaca e pancreatite aguda,
trazendo a sua terapéutica risco a vida do cliente (CHAPPUIS et al., 2007).

Outros efeitos colaterais deste medicamento relacionados a alteracdes do
ritmo e funcdo cardiaca sdo o prolongamento do intervalo QT, taquicardia
ventricular, fibrilagdo ventricular, torsades de pointes e batimentos ventriculares
prematuros (SUNDAR; SINGH, 2018).

Seu uso possui limitacdes, devido a resisténcia parasitaria ocorridas no Nepal
e india, alta toxicidade, variaveis em sua eficacia contra a forma cutanea e visceral,
além da sua forma de administracdo que exige uso parenteral por 28 dias (ALVAR;
CROFT; OLLIARO, 2006), além de ser contraindicado para casos de coinfeccéo
HIV-Leishmaniose (GUERIN et al., 2002)

A anfotericina B € uma droga utilizada para tratar micoses sistémicas e
Leishmania e seu mecanismo de a¢ao € sobre o ergosterol, um lipidio de membrana
presente nos fungos e em Leishmania (CROFT; YARDLEY, 2002; ZAIONCZ;
KHALIL; MAINARDES, 2016).

A funcdo do ergosterol € manter a integridade da membrana, sua
permeabilidade e posicionamento proteico. Os triazdis, tal como a anfotericina B,

age inibindo a sintese de ergosterol e pela auséncia deste composto ocorre a morte
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celular por desequilibrio ibnico, soluto e metabdlitos celular e pela sua auto oxidacao
gerando radicais livres (ZAIONCZ; KHALIL; MAINARDES, 2016; RYBAK;
FORTWENDEL; ROGERS, 2019; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

A anfotericina possui uma maior afinidade com o ergosterol, porém ele
também pode se ligar a molécula de colesterol presente nas células dos mamiferos,
e consequentemente expondo ao risco de toxicidade (ZAIONCZ; KHALIL;
MAINARDES, 2016)

Este farmaco € utilizado como medicamento de segunda escolha em
portadores de leishmaniose, possui duas apresentacdes, a anfotericina B simples e
a anfotericina B liposomal e seu uso ocorre em situacdes de coinfecgcdo com o HIV,
na falha ao uso do antimonial (GUERIN et al., 2002), ou o pentosan e pentamidina
em casos da forma visceral da doenga (BERMAN, 1997).

A anfotericina B lipossomal possui um maior tempo de biodisponibilidade e
devido ao seu baixo tamanho penetra com maior eficiéncia nos tecidos, além de que
elas portam vesiculas unilamelares, os lipossomos. Os lipossomos sdo0 compostos
por fosfatidilcolina que é hidrogenada, diestearoilfosfatidilglicerol, que porta um &cido
graxo, e o colesterol dando assim a sua caracteristica lipofilica (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018).

Contudo sua infusdo endovenosa deve ser lenta, levando cerca de 4 a 6
horas, necessitando de institucionalizacdo hospitalar e nos casos de LC a sua
escolha deve ser uma segunda ou terceira opcao de esquema terapéutico apos
falha dos primeiros recursos devido a alta toxicidade (ULIANA; TRINCONI,
COELHO, 2018).

Contudo, mesmo com estas restricbes o farmaco € a alternativa mais segura,
com baixo custo de uso combinado ou néo, indicado para portadores da coinfec¢éo
HIV-Leishmaniose (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006).

A miltefosina € um composto alquilfosfolipideo e a primeira farmaco de uso
oral com efeito anti-leishmania (SUNDAR; SINGH, 2018), ela foi desenvolvida
primeiramente como um antineoplasico, porém possui beneficios em casos de
leishmaniose visceral e cutanea (TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018). Sua
dosagem é de 2 mg/kg (BRINDHA; BALAMURALI; CHANDA, 2021).

Sua formulagdo ocorreu nos anos de 1960’s, contudo devido ao risco de

teratogenicidade, mulheres em idade fértii devem possuir a garantia de
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contracepcéo (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006) devido ao seu tempo de meia vida,
além do risco de resisténcia parasitaria (TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

O efeito terapéutico em parasitas tripanosomatideos, consiste na inducao de
apoptose (morte celular programada) (MOHAPATRA, 2014). O mecanismo de agao
€ a inibicdo da via de sinalizagdo da proteina B quinase (AKt/PKB). A miltefosina
possui maior tempo de meia vida plasmatica quando comparado ao Sb-,
apresentando como efeito colateral o desconforto gastrointestinal (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018).

A pentoxifilina € um composto derivado da metilxantina e tem acao de inibidor
competitivo ndo seletivo da fosfodiesterase, podendo aumentar o metabolismo
cGMP e do cAMP, além de inibir a sintese de TNF e leucotrienos (RUAN et al.,
2021).

Hoebe et al. (2001) avaliou in vitro os efeitos do uso da pentoxifilina em
hepatdcitos suinos incubados com LPS e sua correlacdo na expressdao TNF —a e IL-
6. Como resultados as células ativadas com LPS houve producdo de TNF — a nas
primeira horas e o grupo tratado com LPS + pentoxifilina apos 48 horas de
incubacdo houve cessacdo de sua producdo. Em relacdo a IL-6, apos 8 horas de
exposicdo houve a sintese de IL-6 e somente apds 48 horas 0 grupo apresentou
reducdo significativa da interleucina.

A pentoxifilina possui uma grande variedade de propriedades farmacoldgica,
tais como, efeito anticoagulante, estimulagéo da fibrindlise, modificacdo da fisiologia
do fibroblasto, melhoria da fluidez da membrana celular e imunomodulacdo
(SAMLASKA; WINFIELD, 1994).

Na clinica é utilizado nas hemorragias ativas, doencas vasculares periféricas,
defeitos regionais da microcirculacdo e na doenca cerebrovascular (WARD;
CLISSOLD, 1987).

De Sa Oliveira et al. (2000), utilizou um modelo murino e verificou que o uso
da pentoxifilina (8 mg/kg por via intraperitoneal a de 12/12 horas) reduziu a carga
parasitaria, o processo inflamatério e o nimero de vacuolos nos macrofagos, com
um alto numero de neutrdéfilos e granuldcitos no local da leséo.

O uso somado de Glucantime e pentoxifilina foi avaliado por Sadeghian e
Nilforoushzadeh (2006), como resultados, ap6s 3 meses de tratamento com
Glucantime associado a pentoxifilina obteve maior eficacia quando comparado ao

grupo tratado apenas com o Glucantime.
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A paromomicina, desenvolvida nos anos de 1960, também é utilizada em
casos de leishmaniose visceral e cutdnea (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006). E
administrada por via intramuscular ou endovenosa na dose de 15-20 mg/dia por 21
dias, sendo que seu uso como monoterapia € feita com sucesso na india, porém na
Coléombia e no Brasil esta opcéo terapéutica ndo possui bom efeito terapéutico na
infeccdo da forma cutanea com agente causal por L. (V) panamensis e L. (V)
braziliensis (HERWALDT, 1999).

O mecanismo de acdo da paromomicina é pela inibicdo da sintese proteica
nos ribossomos (MOHAPATRA, 2014), seus efeitos adversos incluem dor no local
da injecdo, aumento da transaminase hepatica sérica e ototoxicidade reversivel
(SUNDAR; SINGH, 2018).

O alopurinol é um farmaco utilizado para o tratamento de gota, seu
mecanismo de acdo € inibindo a xantina oxidase, sua absor¢do ocorre no trato
gastrointestinal, sua eliminacéo ocorre principalmente pela via metabdlica da aldeido
oxidase para oxipurinol e seu tempo de meia vida € aproximadamente 1-2 horas
(STAMP; CHAPMAN; PALMER, 2016).

Quando utilizado no tratamento da leishmaniose ele atua no metabolismo
parasitario produzindo e inativando um anélogo de inosina, exercendo uma falha na
traducdo de proteina do RNA protozoario (BANETH; SHAW, 2002). No padrdo de
terapia farmacologica, o alopurinol é utilizado como farmaco de primeira escolha,
podendo ou n&o ser associado ao antimoniato de meglumina (MIRO et al., 2008).

Em um ensaio realizado em Thessaloniki, nha Grécia por Koutinas et al.
(2001), avaliou o efeito do alopurinol em 45 cdes com sintomas de leishmaniose
canina, em que um grupo com 37 cées receberam alopurinol 10 mg/Kg duas vezes
ao dia e um grupo placebo com 8 cées, concluiu que o farmaco tem o efeito
promover e restaurar o quadro clinico e patoldgico e diminui os parasitas, porém nao
os eliminam.

A pentamidina € um farmaco sintetizado nos anos de 1930’s a partir de um
grupo diamidina e um analogo da sintalina, composto que possui acdo contra
Trypanossoma (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018). Seu uso se deve pela
resisténcia clinica da leishmaniose visceral na india, com regime terapéutico de 4
mg/kg, trés vezes por semana até que se observe a remissdo da infeccdo
(BERMAN, 1997).
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Seu efeito terapéutico é exercer uma acao de interferéncia na glicélise aerdbia
do protozoario, ao inibir a topoisomerase Il, devida a sua interacdo com o DNA do
cinetoplasto (MOHAPATRA, 2014). No ensaio realizado por Kandpal et al. (1995) foi
demonstrado que a pentamidina exerceu um mecanismo de inibicdo competitiva
com os transportadores de arginina em promastigotas de L. donovani e possui valor
de IC5040 pM.

Os antifungicos “azdéis” também sao indicados para o tratamento das
leishmanioses, pois esta classe de medicagao atua na inibicdo da 14 a-desmetilagéao
do lanosterol mediados pela esterol-14a-demetilase (citocromo P450 - CYP51),
causando o acumulo de 14-a-metil esterol-, causando o bloqueio da sintese de
ergosterol na Leishmania (MINODIER; PAROLA, 2007) e, dessa forma,
comprometem a fungéo da membrana (MOHAPATRA, 2014).

A dosagem diéria de cetoconazol é de 600 mg por 28 dias nos casos da forma
cutdnea, causada pelas espécies L. mexicana, L. (V) panamensis e L. major.
Itraconazol € administrado em duas doses diarias de 200 mg por 28 dias, ndo sendo
indicado para casos em que a infeccdo foi provocada pelo subgénero Viannia
(HERWALDT, 1999).

Alrajhi et al. (2002), utilizou uma dosagem diaria por seis semanas, de
fluconazol 200 mg em moradores de uma regido de Al-Ahsaa e Riyadh na Arabia
Saudita, onde a L. major é endémica. Apos o terceiro més do término do tratamento,
79% dos pacientes do grupo fluconazol tiveram a cura da leséo, contra 34% do
grupo placebo (Cl 95%, 1.63-3.33) (ALRAJHI et al., 2002).

Nos Estados Unidos da América (EUA), segundo Aronson et al. (2017) a
terapéutica utilizada para leishmaniose consiste no uso oral de miltefosina e uso de
farmacos da classe dos “azois”, como fluconazol e cetoconazol, para o uso
parenteral foi indicado desoxicolato de anfotericina B, antimoniais pentavalentes,
estibogluconato de sddio, antimoniato de meglumina, anfotericina B lipossomal e
isetionato de pentamidina.

A terapia topica com paromomicina € indicada para o0s casos das
leishmanioses do Velho e do Novo Mundo, desde que ndo haja possibilidade para
evolucao clinica para a forma mucosa, como uso de terapia topica e administracédo
parenteral via lesdo de antimoniais pentavalente, associada ou ndo com a
crioterapia (ARONSON et al., 2017).
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Na figura 9 estdo disponibilizadas o peso molar, a formula molecular e a

estrutura molecular dos farmacos aqui abordados:

Antimoniato de meglumina - Miltefosina
Glucantime P.M. — 407,6 g/Mol
P.M. — 365.98 g/Mol C.H.NO.P

C:H:NO.Sb



Alopurinol Pentoxifilina
P.M. -136.11 g/Mol P.M. —278.31 g/Mol
C5H4N4O C13H18N4OB

Anfotericina B
P.M. —924.1 g/Mol
C47H13N017
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Pentamidina
P.M. — 340.4 g/Mol
C19H24N402

Paromomicina
P.M. — 615.6 g/Mol
C23H45N5014

Cetoconazol
P. M. -513.4 g/Mol
C26H28C|2N4OA
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Figura 09 - Farmacos utilizados para terapéutica contra leishmaniose. Fonte: Propria autoria.

Os esquemas terapéuticos em situagdes de coinfeccdo de HIV-Leishmania
dependem da politica publica de salude de cada pais. Em geral, seguem-se duas
linhas, a terapia antirretroviral associada aos agentes anti-leishmania e a e que
proporciona uma terapéutica de manutencao, com o uso de anfotericina B (CROFT;
OLLIARO, 2011).

No Brasil, na terapéutica farmacolégica da leishmaniose cutanea
disponibilizado pelo Ministério da Saude pode-se utlizar o antimoniato de
meglumina, desoxicolato de anfotericina B, anfotericina B lipossomal, pentamidina e
a pentoxifilina, podendo seu uso ser sistémico ou com injecao local, dependendo do
caso (BRASIL, 2017).

Na terapéutica farmacologica para humanos da leishmaniose visceral, utiliza-
se como primeira escolha o uso dos antimoniais pentavalentes, e na impossibilidade
do uso desse farmaco, devido a situacdes de hipersensibilidade ou gestacdo, opta-
se pela anfotericina B (BRASIL, 2016).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA,
2016), regulamentou o uso da miltefosina para tratamento de cdes portadores de
leishmaniose visceral, visto que, este medicamento ndo € utilizado no pais para a
terapéutica humana. A prevencdo em cdes pode ser feita com coleiras com
repelentes do vetor sob responsabilidade dos tutores (REGUERA et al., 2016).

Mundialmente observam-se falhas no tratamento das leishmanioses,

~

relacionadas a resisténcia parasitaria aos antimoniais pentavalentes (CAPELA;
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MOREIRA; LOPES, 2019). Em Bihar, india, cerca de 30% dos pacientes portadores
de LV nado apresentaram melhora apos serem submetidos ao tratamento com um
antimonial (DAVIDSON, 1998).

A falha terapéutica foi recentemente classificada por uma persisténcia da néo
resposta terapéutica ou reincidéncia da infec¢cdo no pés-tratamento, e ela advém de
varios fatores, tais como: sexo, idade, imunidade, viruléncia do parasita, genes
responsaveis pela resisténcia, dosagem, farmacocinética e farmacodinamica do
tratamento proposto (BARKATI; NDAO; LIBMAN, 2019).

E importante ressaltar, que a falha terapéutica ndo € sinénimo de resisténcia
as drogas, pois outros fatores também podem influenciar na resposta terapéutica,
tais como: imunidade, estado nutricional, a biodisponibilidade dos farmacos aos
tecidos que estdo infectados e as questbes ambientais relacionadas a expansao
geografica da patologia (PONTE-SUCRE et al., 2017).

Por outro lado, na resisténcia parasitaria, no caso das infeccdes
antroponoticas, quando o flebotomineo transfere o parasita de um humano para
outro, ha a possibilidade de o vetor infectar um novo paciente com uma cepa que ja
foi previamente exposto ao antimonial. Nesse caso, foi observado uma alta
possibilidade de haver uma infeccdo com um agente que passou por uma selecao e
se tornou resistentes ao farmaco (AIT-OUDHIA et al., 2011).

O uso de antimoniais foi por muito tempo a primeira alternativa de tratamento
da leishmaniose, porém a incidente resisténcia parasitaria a este farmaco exige que
sejam desenvolvidos novos medicamentos com maior eficacia (MACHADO-SILVA et
al., 2015; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). A partir disto, esta tese é justificada
devido ao fato dela buscar um novo agente que podera evoluir para futuros

candidatos a ensaios clinicos para a terapéutica antileishmania.

2.5 Fenetil éster do acido cafeico (CAPE)

Os polifendis e seus compostos estdo presentes nos tecidos vegetais,
participando da dieta humana e o aumento do interesse dessas substancias ocorreu
devido a sua repercussao na saude humana devido ao seu potencial na eliminacéo
de radicais livres (BRAVO, 1998).

Destes compostos, o fenetil éster do acido cafeico (figura 10), € um composto

polifendlico sintetizado pelas plantas (WANG et al., 2009), sendo o maior constituinte
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da prépolis providas de regides temperadas (HUANG et al., 2014), o nome quimico
desse composto é 2-feniletil (2E) -3- (3,4-di-hidroxifenil) acrilato, sendo que o CAPE
possui massa molar de 284.31 g/mol e formula quimica Ci7H1604 (PITTALA et al.,
2018).

Figura 10 - Molécula do fenetil éster do &cido cafeico (CAPE). Fonte: autoria prépria.

O CAPE foi identificado primeiramente em andlise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotometria de massa (GC/MS) em constituintes fendlicos de
diferentes amostras propolis bulgara realizada por Bankova et al. (1987), também
publicada por Greenaway, Scaysbrook e Whatley (1987) ao realizar o mesmo teste
em amostras de botbes de Populus x euramericana e prépolis da regido do Reino
Unido e da Escocia.

Todavia este composto ndo foi unicamente encontrado em paises
supracitados, Kumazawa et al. (2010) analisou por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) amostras de propolis das regides argentinas de Mendoza, Rio
Negro, La Pampa e Entre Rios, constatou que todas as amostras possuiam o CAPE
dentre seus compostos.

Freires et al. (2016) buscou em seu experimento verificar a composi¢ao por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e
eficacia de duas amostras brasileiras, uma oriunda da regido sudeste (extrato tipo 3)
e outra da regido nordeste (extrato tipo 3).

A fracdo de diclorometano da amostra tipo 3 apresentou um perfil de
compostos fendlicos éacido cafeico, CAPE, acido p-coumarico, kaempferol e
guercetina, ja a fracdo hexana do extrato tipo 13 apresentou os isoflavonoides
medicarpina, vestitol e formononetina (FREIRES et al., 2016).

Sun et al. (2019) realizou uma anélise de 14 amostras de propolis brasileiras
coletadas no verdo de 2017 utlizando o método de cromatografia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-ESI-QTOF-MS) evidenciou que elas possuiam

ndo somente o CAPE como um de seus compostos, mas também o acido
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clorogénico, acido cafeico, acido isoclorogénico A, acido isoclorogénico B, acido
isoclorogénico C e a artepilina C.

Murtaza et al. (2014), descreveu que o composto é portador das propriedades
biol6gicas de citotoxicidade, acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante.

O CAPE possui potencial acado anticarcinogénica (BANSKOTA; TEZUKA;
KADOTA, 2001), além da acéo protetora dos tecidos hepatico, cardiaco e nervoso
(TOLBA et al., 2013), podendo ser um promissor agente terapéutico contra doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e oncolégicas (VAUZOUR et al., 2010).

Grosso (2018) referiu que o composto possui mecanismo anti-inflamatério e
antioxidante. Também foi identificada ac&o antiviral contra o virus tipo A e do tipo B
da influenza na concentracdo de 8.8 uM, além de acdo antioxidante e inibicdo da
hialuronidase (KISHIMOTO et al., 2005).

Tolba et al. (2013) relatou que os alvos que a CAPE pode atuar como agente
anti-inflamatoéria sdo sobre as enzimas pré-inflamatérias, tais como a COX-1, COX-2,
LOX e iNOS), mediadores pro-inflamatoérios (PGE2, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, NO,
MCP-1), fatores de transcricdo (NF-kB) e moléculas sinalizadoras (TLR4, C-jun e N-
cinase).

Huang et al. (2014) observaram que o CAPE possui ampla atividade
biolégica, incluindo inibicdo do NF-kB, inibicdo da proliferacédo celular e inducdo da
parada do ciclo celular e apoptose.

Wang et al. (2009) avaliou os niveis de IFN-y, IL-5, IL-10, IL-12 p40, IL-12 p70
e IP-10 secretados de células dendriticas derivados de mondcitos de pacientes
saudaveis e portadores de alergia a acaros que receberam LPS e CAPE como
tratamentos. Como resultados o composto inibiu a IL-12 p40, IL-12 p70 e IL-10 das
células de pacientes saudaveis apos ativacdo com LPS e para as células ativadas
com extrato de acaros a IL-12 p40, IL-10 e IP-10 foram inibidos.

O uso in vitro de nanoparticulas de CAPE encapsulada com &cido polilatico-
co-glicélico contra cepas de Leishmania infantum nas formas promastigotas e
amastigotas apresentou inibicdo do crescimento dos parasitas. A formulagéo possui
um grande potencial para tratamento da leishmaniose necessitando ser testada, in
vivo (ABAMOR, 2017).

Borrelli et al. (2002), utilizou um modelo murino e demonstrou que o CAPE é

uma substancia com potencial anti-inflamatoério, ndo havendo a necessidade de
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sinergismo com outro componente da prépolis, como no caso a galangina, utilizada
no experimento.

Em modelo murino, com inducdo da diabetes e lesdo hepatica por
estreptomicina, Taslidere et al. (2015) verificou que no grupo diabético apresentou
elevacao dos niveis de malondialdeido (MDA) e diminuigdo da enzima superoxidase
dismutase (SOD) e niveis de glutationa total (GSH) em relacdo ao grupo controle
gue nédo apresentava a inducéo do quadro patoldgico.

Porém no grupo diabético que recebeu o CAPE houve o oposto, os niveis de
SOD e GSH foram elevados e os niveis de MDA estavam diminuidos em relacéo ao
grupo diabético, demonstrando assim que o CAPE foi capaz de inibir a producédo da
MAD e consequentemente a peroxidacao lipidica. Também foi descrito que o
composto apresentou este mecanismo sem precisar do auxilio de antioxidantes e
enzimas hepéticas (TASLIDERE et al., 2015).

Os efeitos farmacocinéticos do CAPE foram ensaiados por Wang et al. (2007),
onde foi utilizado ratos Sprague-Dawley, onde demonstrou que a curva da
concentracdo plasmatica do CAPE nas dosagens de 5 para 20 mg/Kg era maior. A
depuracéo total corporal do composto foi de 42.1 para 172 mL/min/kg, o volume de
distribuicdo foi cerca de 1555 para 5209 mL/Kg e o tempo de eliminagcdo da meia-
vida, independente da dosagem, foi de 21,2 para 26,7 min.

Celli et al. (2007) em seu estudo comparou o efeito de hidrolisacéo no plasma
humano e de ratos, seus resultados foram que o CAPE foi somente hidrolisado no

plasma de rato gerando como produtos acido cafeico e éster etilico de acido cafeico.

3. HIPOTESE

Espera-se que o CAPE iniba a atividade da enzima arginase de L.
(Leishmania) amazonensis e elimine as formas promastigotas do protozoario.
Também se espera que haja a diminuigdo do indice de infectividade dos macrofagos
infectados ativados ou ndo com LPS + IFN - Y e ocorra o crescimento parasitario

apos suplementacdo do meio de cultura com L-ornitina.

4. OBJETIVOS
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4.10bjetivo geral

Verificar se o composto CAPE tem potencial contra as formas promastigotas e

amastigotas de L. (L.) amazonensis.

4.2 Objetivos especificos

o Verificar se o CAPE inibe a enzima arginase e identificar qual o seu
mecanismo de inibicdo enziméatica;

e Testar o composto in vitro contra promastigotas de L. (L.) amazonensis;

e Realizar a infeccdo de macrofagos peritoneais murinos com promastigotas
metaciclicos e testar o composto sobre eles;

e Avaliar a ativacdo de macrofagos murinos infectados com LPS+IFN-y;

¢ Quantificar os niveis de nitrito no sobrenadante do meio de cultura;

e Analisar o efeito da suplementacdo de L-ornitina nas grupos tratados com
CAPE.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Anfotericina B (Unianf) foi obtida da empresa Unido Quimica Farmacéutica
Nacional, Embu-Guagu, SP, Brasil. Meio 199 contendo L-glutamina, Sal de Hanks,
HEPES, RPMI 1640, penicilina/ estreptomicina, lipopolissacarideos (LPS) e
interferon gama (IFN-Y) (Life Technologies Corporation, Frederick MD, EUA).
Giemsa, MTT (3-(4,5-dimethyltiazol-2y-I)-2,5 diphenyl bromide tetrazolium), DMSO
(dimetilsulféxido), hemina, soro fetal bovino, L-arginina , CHES (Acido 2-
(ciclohexilamino) etanossulfénico), cloranfenicol, ampicilina, anfotericina, glicerol e o
fenetil éster do &cido cafeico (CAPE), foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA.

As cepas dos parasitas L. (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269) foram gentilmente cedidas pela Dra. Lucile M. Floeter-
Winter (Instituto de Biociéncias IB - USP).

5.2 Aquisicao de macréfagos peritoneais murino
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Utilizando a metodologia adaptada de Layoun, Samba e Santos (2015), os
macrofagos murinos foram coletados de aspirado de lavado abdominal. O
procedimento obteve a aprovacdo do Comité de Etica de Uso De Animais da FZEA-
USP (CEUA n° 3086190918).

Brevemente, camundongos Swiss machos com peso médio de 35 a 45 gr.,
foram encaminhados ao Centro de Pesquisa em Toxicologia Veterinaria (CEPTOX -
USP), Campus Pirassununga-SP e apds periodo de adaptacdo os animais foram
mantidos no biotério em caixas de polipropileno (30X19X13 cm), autoclavadas, sem
bordas, com o nimero maximo de 3 animais por caixa, em condi¢des ideais de
temperatura, tipo de racdo para a espécie, com dieta e agua ad libitum.

Para mobilizar a migracdo de macrofagos maduros, trés dias antes do
procedimento de coleta foi realizada a administracédo por via intraperitoneal 0,5 mL
de PBS, pH 7.4, com 3% de tioglicolato, utilizando seringa de 1 mL e agulha 24G %
(ou 20 x 5.5).

Para a coleta os animais foram anestesiados com halotano e submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical e fazendo uso seringa de 5 mL e agulha 26G %2
(ou 13 x 4.5) se aspirou o conteudo liquido do abdémen. O liquido aspirado passou

por contagem celular na camara de Neubauer.

5.3 Determinac¢ao da ECso do CAPE

Utilizando reagentes comerciais foi realizado o ensaio colorimétrico de
Berthelot (FAWCETT & SCOTT, 1960), realizou-se a triagem do CAPE para verificar
sua capacidade de inibir a enzima arginase recombinante de L. (L.) amazonensis,
expressdo e purificacdo realizada conforme descrito previamente por Da Silva,
Maquiaveli e Magalhdes (2012), utilizando o inibidor nas concentracdes de 100 -
0,01 pM. A reacédo ocorreu em tampédo CHES 50 mM e 50 mM de L-arginina, ambas
com pH 9,5 seguidos de incubacédo em banho-Maria a 37 °C por 30 min.

Brevemente, a atividade catalitica da reacdo da arginase foi cessada
transferindo 10 pL da reacdo da mistura em 750 pL do reagente A (20 mM tampao
fosfato, pH 7, contendo 60 mM salicilato, 1 mM nitroprussiato de sodio e >500 IU de
urease). A mistura foi incubada por 5 min a 37 °C. Apés, 750 puL do reagente B
(hipoclorito de sédio 100 mM e 150 mM NaOH) foi adicionado, e estas amostras
foram incubadas a 37 °C por 10 min (FAWCET; SCOTT, 1960). A mensuragdo da
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absorbéancia foi realizada em espectrofotbmetro Epoch 2 da empresa Biotek, com
feixe de luz 600 nm.

Os controles negativos e positivos se fizeram nas mesmas condi¢cfes e na
auséncia do inibidor. Determinagdo da concentracdo que inibe 50% da atividade
catalitica da enzima foi realizada pela variagdo da concentra¢éo do inibidor com um
fator de diluicdo 1:10. Os experimentos foram realizados em triplicatas em pelo
menos 2 experimentos independentes até que fosse obtido um coeficiente de
regressdo ndo-linear R220,95.

As diferentes concentragfes do inibidor foram obtidas pelo preparo de uma
solucdo mae contendo como solvente o DMSO e a partir desta se realizou uma
diluicdo seriada do CAPE em agua e tampao CHES com concentracéo final de 50
mM. As reacOes foram realizadas em pH 9.5 utilizando tampdo CHES 50 mM na
presenca do substrato L-arginina 50 mM (pH 9.5). As amostras foram incubadas em
banho maria a 37 °C por 15 min e a ureia formada foi analisada como descrito
acima. Utilizando um modelo matematico sigmoidal (Log ECso) para determinar a

ECso, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.

5.4 Determinagdes do mecanismo de inibicdo enzimética e elaboracéo
das constantes de CORNISH-BOWDEN e DIXON

Para determinar o mecanismo de inibicdo também foi realizado o ensaio
colorimétrico Berthelot com algumas adaptacées (FAWCETT & SCOTT, 1960). O
ensaio utilizou do tamp&o CHES 50 mM pH 9.5, varias concentracdes do substrato

L-arginina (25, 50 e 100 mM) com pH 9.5. A partir da ECso 0 inibidor foi utilizado em
diferentes concentracdes, sendo elas 4 x ECso, 2 X ECso0 e a ECso.

Foi preparado uma mistura substrato, contendo o dobro da concentracdo do
substrato L-arginina (pH 9,5) Mix 1, e outra mistura, Mix 2, contendo a enzima (2000
U de arginase) ambas diluidas em 500 mM de tampéo CHES (pH 9,5). O volume do
experimento continha 100 pL, sendo 45 pL do Mix 1, 10 pL de inibidor e 45 uL da
Mix 2 e seu preparo ocorreu em gelo até a finalizacdo do preparo, apds se fez
incubacdo em banho-Maria por 30 min a 37 °C. A andlise da ureia utilizou como a
metodologia descrita na etapa anterior e todas as reacdes foram realizadas em

triplicata e no minimo dois experimentos independentes.
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Para determinar o mecanismo de inibicdo, se fez o uso da evidéncia de
Cornish-Bowden (1974), em que a constante Ki foi determinada para inibidores que
apresentam mecanismo de inibicdo mista ou competitiva, enquanto K’i foi
determinada para inibidores que apresentaram inibicdo mista ou ndo competitiva.

Cada constante foi determinada pelo célculo do ponto de intersec¢do do
ponto X entre duas linhas obtidas pela regressdo linear. Para inibicdo néo
competitiva, y = 0 foi utilizado para a equacdo para encontrar os valores das
constantes Ki e K'i (CORNISH-BOWDEN, 1974). Na elaboragdo dos gréficos, foi
utilizado outra planilha do software MS-Excel.

5.5 Determinagdo da ECsy do CAPE em meio de cultura com
promastigotas de L. (L.) amazonensis

Os promastigotas foram incubados em meio 199 suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 5 ppm de hemina, estreptomicina 50 pg/mL e 100 U penicilina até
a sua fase estacionéria. Os protozoarios foram transferidos para 1400 uL de meio de
cultura na razdo de 5 x 10° células/mL e incubadas com 2,8 pL do inibidor CAPE
nas concentractes de 100 uM a 1,5625 pM dissolvidos em DMSO. Para o controle
positivo (C+) do crescimento dos promastigotas se utilizou DMSO a 0,2%. A
anfotericina B foi utilizada como um controle negativo (C-) da inibicdo do
crescimento celular com variadas concentra¢des de 10 uM a 0,001 pM.

Os testes foram realizados em microtubos cénicos de 1,5 mL. Apds 72 horas
de incubacédo a 25°C, uma nova centrifugacédo 2.300 rpm por 10 minutos, drenagem
do sobrenadante e novamente uma dupla lavagem com HBSS foi realizada nos
microtubos. As células foram suspendidas em 200 uL de RPMI sem vermelho fenol e
20 pL de MTT a 5 mg/mL. A mistura foi incubada a 34°C “overnight”.

Transcorrido a incubacdo, os tubos foram centrifugados por 5 min a 5.000
rpm, drenado o sobrenadante, adicionado 500 puL de DMSO para dissolucdo dos
cristais de formazan e transferido 200 pL para placa de 96 pocos para leitura em
espectrofotdbmetro com absorbéncia a 570 nm. Foram realizados pelo menos dois
experimentos independentes em triplicata. Os valores da ECso foram calculados com
um modelo sigmoidal (log ICs,) utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
CA, USA).
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5.6 Avaliacéo infec¢cdo dos macréfagos murinos pelos parasitos tratados
com o CAPE

Para este experimento foi utilizado a metodologia adaptada de Maquiaveli et
al. (2017), os macréfagos peritoneais murinos foram inoculados junto ao meio de
cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino a 10%, 10 pg/mL de
estreptomicina e 10 U/mL penicilina, a 34°C em atmosfera controlado com 5% CO.
por 6 horas em camara de cultura de 8 pogos (Lab-Tek Chamber Slide, Nunc) e
lavados com HBSS para remocao das células ndo aderidas. Promastigotas em fase
estacionaria foram adicionados na razdo de 10 parasitas para 1 macrofago. Apés
24h de exposicado os promastigotas nédo fagocitados foram removidos do meio por
dupla lavagem com HBSS. As células infectadas foram expostas aos tratamentos
com CAPE nas concentracfes de 3,1 uM a 100 uM diluidas em meio de cultura; a
anfotericina foi utilizada como droga padrdo para a inibicdo do crescimento
parasitério.

Para o controle positivo do crescimento parasitario intracelular foi adicionado
no meio 0,2% DMSO. O periodo de tratamento das células foi de 24 h e as células
foram lavadas com meio fresco, fixadas com metanol 100 % e corados com Giemsa.

O indice de infectividade (razdo dos macrofagos infectados multiplicado pela
média do numero de amastigotas em macrofagos) foi calculado pela contagem
aleatéria de 100 macréfagos em cada lamina. O efeito leishmanicida dos
tratamentos foi expresso pela ECso que corresponde a concentragao que reduz 50%
do indice de infectividade comparado com o controle do indice de infectividade dos

macréfagos expostos ao meio RPMI somente com DMSO.

5.7 Ativacao dos macrofagos com LPS e IFN- Y e tratados com CAPE

Os macréfagos murinos foram semeados em laminas de 8 pogos (Lab Tek
Chamber Slide, Nunc) e cultivados por 6h & 34 °C em CO, 5%. Neste meio 0s
promastigotas em fase estacionaria foram adicionados na razdo de 1 macréfago:10
parasitas. Ap6s 24 horas de incubacdo a 34°C em CO2 5%, os protozoarios nao
fagocitados foram lavados com HBSS.

Os macrofagos infectados e néo infectados foram semeados em placa de 8
pocos e tratados isoladamente ou associada com 20 uM CAPE a 5 ng/mL INF-Y +
0,1 pg/mL LPS dissolvidos em meio RPMI 1640 contendo 0,2% DMSO. Apds
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transcorrido 24h, as células foram lavadas com HBSS, seguido de fixacdo com
metanol 100% e corados com Giemsa.

O indice de infectividade (razdo dos macrofagos infectados multiplicado pela
média do numero de amastigotas em macrofagos) foi calculado pela contagem
aleatéria de 100 macréfagos em cada tratamento. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas em dois experimentos independentes.

O efeito leishmanicida dos tratamentos foram expressos em ECs, dos
tratamentos que reduz 50% do indice de infectividade quando comparados com o
controle dos macréfagos infectados expostos ao meio RPMI 1640 que somente
continha DMSO (MAQUIAVELI et al., 2017).

5.8 Concentracdo de nitrito na cultura macréfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis

Utilizando a metodologia de Maquiaveli et al. (2017) os niveis de nitritos foram
determinados nos sobrenadantes dos meios de cultura infectados em dois grupos,
um primeiro grupo que era composto por macrofagos infectados, macréfagos
infectados tratados com 20 uM CAPE e macrofagos infectados ativados com 5
ng/mL INF-Y + 0,1 pyg/mL LPS, oriundos de um experimento de reacdo de cadeia da
polimerase (PCR) n&do apresentados nesta dissertacdo, e o segundo grupo vindo
dos meios de cultura de macréfagos infectados da etapa anterior que foram tratados
com 5 ng/mL INF-Y + 0,1 pg/mL LPS, 20 uM CAPE e 5 ng/mL INF-Y + 0,1 ug/mL
LPS + 20 uM CAPE dissolvidos em meio RPMI 1640 contendo 0,2% DMSO,
utilizando o reagente de Griess. Brevemente, 50 puL do sobrenadante foi adicionado
em 43 uL de &gua Milli Q e 7 pL do reagente de Griess (diluicdo de 1:1 da solugéo
dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina 1 mg/mL com acido sulfanilico 10 mg/mL
em solucéo de acido fosférico a 5%), resultando um volume final de 100 pL. Apés 30
minutos em temperatura ambiente e abrigada da luz foi realizada a leitura da
absorbéancia das amostras em espectrofotometro Epoch 2 (Biotek), com absorbancia
de 548 nm. A concentracdo de NaNO. foi calculada em comparagdo com uma curva
padrédo de nitrito 0 a 100 uM de NaNO. associado ou ndo com o 20 uM CAPE nas
amostras que possuiam o composto como tratamento. Todos 0s experimentos foram

realizados em triplicata e conduzidos 2 experimentos independentes.

5.9 Suplementag&o com L-ornitina
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Para verificar se o CAPE reduzia o crescimento parasitario pela inibicdo da
via da arginase em cultura de macréfagos infectados o seu cultivo foi suplementado
0 meio com L-ornitina. Brevemente, os macrofagos infectados com promastigotas
metaciclicos de L. L. amazonensis em lamina de 8 pocos e foram tratados com 20
UM de CAPE, dissolvidos em meio de cultura RPMI 1640 contendo 0.2% DMSO,
suplementado ou ndo com 5 mM L-ornitina. Apdés 72 horas de tratamento, 0s
macrofagos infectados foram lavados com meio fresco e as laminas foram fixadas
com metanol 100% e corados com Giemsa. O indice de infectividade foi calculado
pela contagem randomizada de 100 macrofagos por tratamento. Todos o0s
experimentos foram realizados em duplicata e conduzidos 3 experimentos
independentes (MAQUIAVELI et al., 2017).

5.10 Andlise estatistica

Para comparacdes multiplas de dados ndo paramétricos foi utilizado o teste
de KrusKal-Walis, com pos-teste de Dunn, sendo os dados expressos em mediana e
percentis (25-75%). Os demais dados foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA), com compara¢cBes multiplas pelo teste de Newman-Keuls, sendo os
resultados expressos em média + SEM. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa GraphPad Prisma versdo 8.0 para Windows, GraphPad

Software, San Diego, California, USA. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinagédo da ICso de inibigdo da arginase pelo CAPE e mecanismo

de inibicdo enzimatica
O CAPE apresentou uma ECso de 1,947 uM (intervalo de confiangca 95% 1,4 a
2,6 pM) na inibicdo da arginase de L. (L.) amazonensis (figura 11). A constante da
inibicdo da arginase foi determinada pela andlise dos gréficos de Dixon, resultado no
valor de Ki de 1,5 uM. A cinética de inibicdo enzimatica demonstrou que o CAPE tem

um mecanismo de inibicdo ndo competitiva da arginase do parasito (figura 12).

% linibigao

log da Dose

Figura 11. Gréafico da curva dose versus resposta de inibicdo arginase apds serem tratadas com
diferentes concentracbes do CAPE (100-0,01 uM). Graficamente se infere que o CAPE exerce sob a
enzima arginase de L. (L) amazonensis uma ECso de 1,947 uM com 95% CI de 1,4 — 2,6 pM. Os
dados representam a média de trés experimentos realizados em duplicata. O r? = 0,9557, ICso de
1,947 uM com 95% ClI de 1,4 — 2,6 uM. Fonte: Prépria autoria.

Figura 12. Mecanismo de inibicdo da arginase. Gréficos de Dixon (A) e de Cornish-Bowden (B) foram
usados para determinar os valores das constantes Ki e Kis respectivamente. Graficamente se infere
que o mecanismo de inibigdo da arginase de L. (L.) amazonensis € ndo competitivo (Ki = Kis). As
concentragdes de L-arginina foram de 25 mM (=), 50 mM (e) e 100 mM (A). Os dados representam a
média de trés experimentos realizados em duplicata. As barras de erro indicam o desvio padrdo da
média. R? 0,85. Fonte: Prépria autoria.
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6.2 Determinacao da ICso do CAPE em promastigotas de L. amazonensis

Os efeitos biolégicos do CAPE foram avaliados em promastigotas de L. (L.)
amazonensis e a anfotericina B foi utilizada como controle negativo de crescimento.
O CAPE (a) apresentou uma ECspode 8,666 uM, com intervalo de confiangca de 95%
(Cl 95%) entre 7,281 uM a 10,41 puM (r> = 0,8527), enquanto a anfotericina B
apresentou uma ECso de 0,02 uM (Figura 13).
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Figura 13. Grafico da curva dose versus resposta em promastigotas de L. (L) amazonensis apés 72h
de tratamento com (a) CAPE nas concentracdes de 100-1,56 uM e (b) anfotericina nas concentracdes
de 10 - 0,01 uM. Graficamente se infere que o CAPE exerce sob os protozoarios uma ECso de 8,666
MM com 95% CI de 7,281-10,41 uM e a anfotericina ECso de 0,02 uM. Os dados representam a média
de trés experimentos realizados em duplicata. O r?>= 0,8527. Fonte: Propria autoria.
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6.3Avaliacéo do efeito do composto CAPE em macrofagos peritoneais de
murino infectados por L. (L.) amazonensis

O efeito antileishmania do CAPE contra macréfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis reduziu significativamente o indice de
infectividade (IF) nas concentracdes de 25 e 50 uM, quando comparado com 0 grupo
controle apos 72 horas de tratamento. O composto apresentou uma ECso de 16,28
MM e intervalo de confianca de 95% (Cl 95%) entre 9,05 uM a 31,51 uM (Figura 14).

Figura 14. indice de Infectividade de culturas de macrofagos peritoneais infectados com L. (L.)
amazonensis apos 72 horas do inicio do tratamento, grupo ndo tratado (Controle) e grupos tratados
com diferentes concentracdes de CAPE Os dados foram expressos como média e erro padrédo da
média (SEM). ** p,0,023. **** p<0,0001. Teste Anova de uma via seguido por um teste de mdltiplas
comparacdes de Kruskal-Wallis.

6.4 Efeito da CAPE em macrofagos ativados com LPS, IFN-Y

O tratamento dos macroéfagos infectados com 5 ng/mL de IFN-Y mais 0,1
ug/mL de LPS teve como objetivo de desviar a ativacdo dos macréfagos para a
resposta Thl para o aumento da producao de éxido nitrico (NO). A concentracéo do
composto CAPE a 20 uM foi escolhida para o tratamento por estar proximo ao valor
da ECso.

Os macrofagos tratados com 5 ng/mL de IFN-Y mais 0,1 ug/mL de LPS
apresentaram o mesmo indice de infectividade que o controle. Esse resultado
demonstrou que a cepa de L. (L.) amazonensis era resistente ao NO. O tratamento
com o composto CAPE foi estatisticamente relevante em relagdo ao grupo controle e

ao grupo tratado com INF-Y e LPS e capaz de reduzir o indice de infectividade dos
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macrofagos murinos infectados pelo parasito, em ambos os grupos tratado e nao
tratado com INF-Y e LPS (Figura 15).

Figura 15. indice de Infectividade de culturas macréfagos peritoneais de Swiss infectados com L. (L.)
amazonensis por um periodo de 72 horas dos grupos nao foi tratado (Controle), tratado com 5 ng/mL
de IFN-y mais 0.1 yM de LPS (IFN-y + LPS), 20 yM de CAPE (CAPE), 5 ng/mL de INF-y mais 0.1 yM
de LPS associados com 20 yM de CAPE (INF-y +LPS+CAPE), dissolvidos em meio RPMI 1640 e
0,02% DMSO. Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média (SEM). **p<0,01.
***n<0,001 vs control. ##p<0,01 vs INF+LPS. Anova de uma via seguido por um pos-teste de
Newman Keuls.

6.5 Concentracdo de nitrito da cultura macréfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis

O tratamento com LPS associado ao IFN-Y resultou na produgéo de nitrito na
cultura de macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis, enquanto os macréfagos
infectados tratados com CAPE, houve reducédo da producdo de nitrito (figura 16).
Todavia, na figura 17 ambos os grupos, macrofagos infectados tratados com CAPE,
apresentavam diferencas significativas em relacdo aos macrofagos ativados. Na
figura 16 a somente o grupo tratado com CAPE tinha diferenca estatistica em

relacdo ao grupo de macrofagos ativados.
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Figura 16. Concentracdo de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos infectados (M@ |) com
L. (L.) amazonensis tratados por um periodo de 72 horas com 0.1 pug/mL INF-y + 5 ng/mL LPS (IFN-
y+ LPS) e CAPE 20 uM (CAPE) dissolvido em meio de cultura RPMI. Os dados s&o expressos em
média e diferenca da média. **** p <0.0001 vs. INF-y + LPS pelo teste de Anova de uma via seguido
por teste Tukey de multiplas comparacdes.

Figura 17. Concentracdo de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos infectados (M@ 1) com
L. (L.) amazonensis tratados por um periodo de 72 h com 0.1 pg/mL INF-y + 5 ng/mL LPS (INF-y +
LPS) associado ou ndo com CAPE 20 uM (INF-y + LPS + CAPE) e CAPE 20 uM (CAPE) dissolvido
em meio de cultura RPMI. Os dados séo expressos em média e diferenca da média. ## p <0.0276 vs.
INF-y + LPS pelo teste de Anova de uma via seguido por teste Tukey de multiplas comparacdes.

6.6 Suplementacdo com L-ornitina

Para ensaio in vitro da inibicAo da arginase pelo CAPE, cultura com

macroéfagos infectados foi suplementada com L-ornitina, um produto da reacdo da
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catélise da L-arginina pela arginase, deste modo criando um desvio para a catélise
da arginase na via da poliaminas. A figura 18 foi demonstrado que a inibicdo do
crescimento dos amastigotas nao foi revertido quando adicionado 20 uM CAPE apés

adicdo de 5 mM L-ornitina apds 72 horas de incubacéo.

Figura 18. Gréfico da suplementacdo de L-ornitina de cultura de macréfagos infectados com L. (L.)
amazonensis tratados por um periodo de 72 h com 0.2% DMSO (Controle), 5 mM L-ornitina (Controle
+ ORN), 20 uM CAPE (CAPE) e 20 uM CAPE + 5 mM L-ornitina (CAPE + ORN) dissolvidos em meio
RPMI 1640. Dados foram expressos em média e erro padrdo das médias (SEM). * p < 0.0202 vs
Controle e # p< 0.0081 vs Controle + ORN pelo teste de Anova de uma via seguido por teste Tukey
de multiplas comparag®es.
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7. DISCUSSAO

Na presente dissertacdo foi avaliado o potencial leishmanicida da molécula
fenetil éster do acido cafeico (CAPE), através da verificacdo bioquimica do
mecanismo da inibicdo enzimatica da arginase de L. (L) amazonensis e nos
promastigotas cultivados in vitro.

Também foi verificado quais eram seus efeitos sobre o indice de infectividade
em macrofagos de lavado peritoneal murino ativados ou ndo com LPS+IFN-Y
tratados ou ndo com o CAPE. Além do mais, foi analisado seus efeitos em meio
suplementado com L-ornitina associada ao composto e a avaliagdo dos niveis de
nitrito do sobrenadante no meio de cultura dos macro6fagos infectados.

O uso de inibidores da arginase sdo potenciais alvos terapéuticos para o
tratamento da leishmaniose, seguindo esta linha de pesquisa, Guo, Chen e Seto
(2018) desenvolveram em seu ensaio dois inibidores irreversiveis do sitio ativo da
arginase 1 e 2 podendo tanto servir como base terapéutica para tratamento de
infecgBes parasitarias quanto para explorar a biologia das arginases.

Esta dissertacao evidenciou que o composto CAPE apresentou uma inibicdo da
enzima arginase de L. (L.) amazonensis com uma ECsp estimada em 1,9 uM
(intervalo de confianca 95% 1,4 — 2,6 pM) e possuindo um mecanismo de inibicdo
enzimatica ndo-competitiva (Ki = 1,51 uM).

O polissacarideo fucogalactan, um biopolimero heterogalactan isolado do fungo
Agrocybe aegerita, apresentou uma ICso= 5.82 + 0.57 e mecanismo de inibicdo de
inibicAo competitiva da arginase de L. (L.) amazonenesis e Ki 1,54 + 0,15 uM
(MOTOSHIMA et al., 2018), ao comparar com os resultados do CAPE, o composto
polifenol apresentou uma ECso menor (1,9 puM), uma Ki semelhante, porém outro
mecanismo de inibicdo enzimética.

Utilizar a enzima arginase como alvo terapéutico para tratar a leishmaniose
ndo contempla somente a infeccdo causada pela espécie L. amazonensis, visto que,
no ensaio realizado por Riley, Roberts e Ullman (2011) buscaram comparar um perfil
bioguimico entre a arginase de L. mexicana com a arginase humana e com isso foi
verificado em ambas as enzimas alguns inibidores e seus respectivos mecanismos
de inibicdo.

Os compostos na concentracdo de 40 mM que bloquearam as enzimas de

ambas as espécies foram o acido 2(S)-amino-6-boronohaxanoico (ABH), S-(2-
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boronoetil)-L-cisteina (BEC), N“hidroxi-nor-L-arginina (nor-NOHA) e N.--hidroxi-L-
arginina (NOHA) (RILEY; ROBERTES; ULLMAN, 2011).

Diferentemente com o que houve com o CAPE, os compostos ABH, BEC nor-
NOHA e NOHA apresentaram sob a enzima arginase de L. mexicana o mecanismo
competitivo, com Ki de 1.3, 10, 50 e 85 pM, respectivamente. Contudo, em relacao
ao Ki, somente o composto ABH apresentou um valor semelhante ao do composto
utilizado na dissertacdo diferentemente o que houve com o CAPE (RILEY;
ROBERTES; ULLMAN, 2011).

Garcia et al. (2019) verificou que os compostos fendlicos apigenina-7-O-
glucosideo, catequina, diidroquercetina, isorhamnetina, naringenina, quercetina,
ramnetina, raponticina, acido clorogénico, eugenol, acido o-cumarico, &acido
rosmarinico e cumarina, exerciam efeito inibitério da enzima arginase de L. infantum.

Os maiores resultados de inibicdo foram apresentados pelo acido cafeico e o
acido rosmarinico, que a 100 uM inibiu 71.48 + 0.85% e 56.98 + 5.51% da enzima
arginase de L. infantum, respectivamente (GARCIA et al., 2019), e ao comparar com
o CAPE, na mesma concentracao houve a média de inibicdo da enzima arginase de
L. (L.) amazonensis de 95,22% (dados ndo apresentados).

Na presente dissertacdo foi avaliado in vitro os efeitos do CAPE sob os
promastigotas metaciclicos e em macréfagos peritoneais murinos infectados. Como
resultados o CAPE apresentou sobre os promastigotas uma ECso de 8,6 uM, com
intervalo de confianca de 95% (CI 95%) entre 7,281 e 10,41 uM e como controle
negativo foi utilizado a anfotericina apresentando uma ECso de 0,02 puM.

Os macréfagos murinos infectados com L. (L.) amazonensis e tratados com
CAPE, apresentaram uma reducdo significativa do Indice de infectividade (IF)
guando comparado ao grupo controle, com uma ECso de 16,28 uM e intervalo de
confianca de 95% entre 9,05 uM a 31,51 pM.

Maquiaveli et al. (2016b) mostraram o efeito da fracdo n-butandlica de S.
cayennensis, um composto rico em verbascosideo e isoverbascosideo, sob a
enzima arginase e em L. (L.) amazonensis. O extrato inibiu a enzima arginase (ICso
1.2 pg/mL com Cl 95% da ICsp 0.9 - 1.6 pg/mL), inibiu o crescimento de
promastigotas apos 72 horas de tratamento (ICso foi de 51 pg/mL) reduziu o indice
de infectividade em macrofagos ap6s 24 horas de tratamento (ECso foi de 32 pg/mL).

Diversamente ao CAPE, o composto verbascosideo isolado inibiu a arginase

do parasito através de outro mecanismo de inibicdo, sendo ela a competitiva e com
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uma Ki menor (Ki 0.7 £ 0.1 uM). Todavia ambos 0s compostos apresentaram agao
leishmanicida aos promastigotas de L. amazonensis, sendo que a ECso do
verbascosideo maior que a do CAPE (ECs019 uM) (MAQUIAVELI et al., 2016;
MAQUIAVELI et al., 2017).

Aos macrofagos infectados, o verbascosideo reduziu o indice de infec¢cdo em
macrofagos infectados (ECso = 32 pM) no prazo de 24 horas, com um citotoxicidade
em macrofagos cerca de 7 vezes maior (CCso = 222 pM), ja 0 composto apresentou
uma ECsp = 16,28 yM com a metade da concentracéo, todavia com um prazo maior
de exposicao ao tratamento (MAQUIAVELI et al., 2017).

Os compostos fendlicos acido rosmarinico e apigenina foram avaliados por
Antwi et al. (2019) em promastigotas de L. donovani e apresentou valores de ICso
16,34 £ 0,1 uM e 22,77 + 0,01 uM, respectivamente, e os valores dos controles
positivos foram I1Cso 6,56 £ 0,06 pM para a anfotericina e 1Csp 10.35 = 0.01 yuM para
deferoxamina.

Nos macrofagos infectados houve efeito inibitério da infeccdo com 1Cso 19,21
+ 0,1 pM para o acido rosmarinico e ICsp 45,66 + 0,01 pM para a apigenina e ao ser
comparados com os controles os valores da I1Cs0 6,49 + 0,03 puM e ICs0 36,74 + 0,01
UM, respectivamente para a anfotericina e deferoxamina (ANTWI et al., 2019). Em
ambas as formas, nos promastigotas e nos macrofagos infectados, o CAPE
apresentou valores de ECso menores.

Assim como na inibicdo da enzima arginase, outros compostos polifenélicos
também foram utilizados para eliminar os promastigotas de Leishmania ssp.
Khademvatan et al. (2019) mostraram que o uso dos componentes de cha verde, a -
epigalocatequina 3-O-galato (EGCG) com ICso 27,71 pM e o galato de epicatequina
(ECG) ICs0 75 pM, foram tbéxicos aos promastigotas de L. infantum apds exposicao
de 72 horas enquanto o controle positivo realizado com pentamidina apresentou I1Cso
de 10,5 pM. O composto EGCG foi descrito anteriormente como inibidor competitivo
da arginase de L. amazonensis com Ki = 3,0 £ 0,4 uM (DOS REIS et al. 2013).

Das et al. (2013) avaliou o efeito de nanoparticulas de ouro funcionalizadas
com quercetina (QAunp) in vitro sob amastigotas selvagem de L. donovani isoladas
de uma paciente portador da forma visceral e a partir destes parasitas foi realizado a
inducdo em meio de cultura a resisténcia ao Estibogluconato de sédio (SSG) ou

paromomicina (PMN).
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Ao comparar os dados com o macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis
tratados com CAPE (ECso de 16,28 uM) abordados na dissertagdo com os dados
apresentados por Das et al. (2013), somente o grupo de macroéfagos infectados com
L. donovani (ICso 10 £ 2 uM) da forma selvagem tratados com QAunp tiveram dados
semelhantes, enquanto as formas resistentes a SSG e ao PMN tiveram valores de
ICs0 mais elevados, ICso 35 + 6 e 18 + 3 respectivamente.

Antinarelli et al. (2019) utilizou o composto analogo resveratrol AR26
macroéfagos infectados com L. braziliensis o composto apresentou inibicdo 96.95%
na concentracao de 50 pg/mL, 63.71% na concentragcédo de 25 pg/mL, 31.75% com
12.5 pg/mL, 25.43% com 6.25 pug/mL, 19.30% com 3.12 pg/mL. Além de que, ele
nao apresentou efeito citotoxico sobre macrofagos (CCso > 150 pg/mL).

Foi evidenciado neste trabalho que a avaliagdo do indice de infectividade dos
macréfagos tratados com 5 ng/mL de IFN-Y mais 0,1 uyg/mL de LPS n&o houve
diferenca entre o grupo controle, demonstrando que a cepa utilizada era resistente
ao NO.

A presenca de cepas resistentes ao NO ja foram registradas por Giudice et al.
(2007), a partir de cepas de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis isoladas de
pacientes humanos portadores de diferentes formas clinicas de leishmaniose
oriundos de um hospital publico localizado no estado da Bahia. Elas apresentaram
resisténcia ao oxido nitrico, por meio de avaliacdo in vitro, sendo capazes de se
multiplicarem diferente dos isolados suscetiveis.

Porém, o grupo tratado com o composto foi capaz de reduzir o indice de
infectividade dos macréfagos murinos infectados pelo parasito, em ambos 0s grupos
tratado e nao tratado com INF-Y e LPS, estes dados corroboram com os
apresentados por Maquiaveli et al. (2017), em que ao utilizar o verbascosideo
associado ou ndo com 5 ng/mL de IFN-Y + 0,1 pg/mL de LPS em macréfagos RAW
infectados com L. amazonensis, houve diminui¢ao do IF.

Do experimento de macrofagos ativados também foi avaliado os niveis de
nitrito (NaNO2) do sobrenadante do meio de cultura. O cultivo em que estavam o0s
macroéfagos ativados com LPS + IFN — Y apresentou elevagao dos niveis de NaNO:
e elevagdo do IF. Contudo, ao tratar os macrofagos com CAPE houve tanto a
diminuicdo da IF quanto da produgao de NaNO2. Maquiaveli et al. (2017) descreveu
0 mesmo efeito: ao ativar os macréfagos Raw 264.7 infectados com L. amazonensis

com LPS + IFN-Y observou aumento da produgao de nitrito no sobrenadante.
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A reversao parcial de indice de infectividade foi descrita para o tratamento
com verbascosideo, inibidor da arginase de L. amazonensis, com meio de cultura
suplementado com 5 mM de L-ornitina (MAQUIAVELI et al., 2017). Neste trabalho,
ao tratar os macréfagos infectados com o CAPE ocorreu a diminuigdo do indice de
infectividade, mas nao foi observado o aumento, mesmo que parcial, do indice de
infeccdo para o tratamento com CAPE na presenca de suplemento de L-ornitina a 5
mM. Este resultado mostra que o CAPE, mesmo apresentando inibicdo da enzima

arginase de L. (L.) amazonensis in vitro, age por mecanismo ainda desconhecido.

8. CONCLUSOES

O composto CAPE possui agao contra as formas promastigotas e amastigotas
intracelulares in vitro. O composto foi caracterizado como inibidor da enzima
arginase de L. (L.) amazonensis em ensaio in vitro, inibindo a enzima de forma néo
competitiva. A suplementacdo do meio de cultura com L-ornitina nao foi capaz de
elevar os indices de infectividade dos macrofagos tratados como o composto e
devido a estes resultados do CAPE na forma amastigota do parasito outros estudos
deverdo ser realizados para entender sua acdo no parasito e contribuir para o

desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento de leishmaniose.
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