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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania, e encontram-se distribuidas por 98 paises incluindo o Brasil, que possui
uma grande importancia epidemiolédgia e clinica, considerando o nimero de casos
registrados. Embora os atuais tratamentos disponiveis sejam eficazes, importantes
consideracOes acerca da toxicidade e alto custo tém sido levantados pela OMS, o que
torna urgente a busca por novas drogas. O Resveratrol, um polifenol encontrado em
diversas plantas, dentre elas uva, amendoim e eucalipto, tem sido amplamente
pesquisado nas ultimas décadas. Suas caracteristicas farmacoldgicas e ac¢bes bioldgicas
incluem: capacidade antiinflamatoria; antitumoral; antioxidante; antiagregacéo
plaquetéria; fungicida; antiviral e antibacteriana. Além disso, o resveratrol ja
demonstrou acdo anti-promastigotas e anti-amastigotas de Leishmania in vitro. O
presente estudo objetivou avaliar os efeitos do tratamento oral com resveratrol contra a
leishmaniose visceral murina. Camundongos BALB/c infectados com L. infantum
chagasi foram tratados resveratrol (50mg/kg/dia) por via oral durante 10 dias. O
tratamento com resveratrol ndo induziu toxicidez sisttémica, demonstrado pelas
dosagens de transaminases (TGO, TGP) e creatinina. Além disso, 0 tratamento com
resveratrol foi capaz de induzir reducdo no parasitismo do baco e figado, quando
comparado ao grupo ndo tratado, e compativeis ao aumento do infiltrado linfocitario
observado no figado destes animais. A avaliagdo de citocinas mostrou reducdo
significativa da producdo de IL-4, IL-6 e IL-17, bem como o aumento de TNF-a e TGF-
B no sobrenadante do figado. Significante reducdo da producdo de TNF-a ¢ IL-10 foi
observada nos sobrenadantes de macerado do baco de animais tratados com resveratrol.
Este mesmo grupo apresentou uma significativa reducdo da apoptose de esplendcitos
qguando comparado com os controles experimentais. Juntos, nossos dados demonstraram
pela primeira vez viabilidade da utilizacdo do resveratrol como uma eficiente e segura
droga anti-Leishmania, 0 que o torna um promissor candidato a utilizacdo contra as
leishmanioses humanas.

Palavras-chaves: Leishmaniose Visceral, Resveratrol, Tratamento.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania, and are distributed in 98 countries including Brazil, which has a great
importance and clinical epidemiology, considering the number of registered cases.
Although current treatments available are effective, important considerations about
toxicity and high cost have been discussed by WHO, it is urgent to search for new
drugs. Resveratrol, a polyphenol found in several plants, including grapes, peanuts and
eucalyptus have been widely studied in the last decades. Their pharmacological
characteristics and biological actions include: anti-inflammatory capacity; antitumor;
antioxidant; antiplatelet therapy; fungicide; antiviral and antibacterial. In addition,
resveratrol has demonstrated anti-promastigotes and amastigotes in vitro action. This
study aimed to evaluate the effects of oral treatment with resveratrol against murine
visceral leishmaniasis. BALB/c mice infected with L. infantum chagasi resveratrol were
treated orally (50 mg / kg / day) for 10 days. The treatment with resveratrol did not
induce toxicity demonstrated by measurements of aminotransferases (ALT, AST) and
creatinine. Furthermore, the treatment with resveratrol was able to induce reduction in
parasitism of the spleen and liver, compared to the untreated group, and to increase
compatible lymphocyte infiltration observed in the liver of these animals. A significant
reduction of the cytokine IL-4, IL-6 and IL-17 as well as the increase of TNF-a and
TGF-B in the liver supernatant was observed. Significant reduction of TNF-o and IL-10
was observed in spleen macerated supernatants treated with resveratrol. The same group
showed a significant decrease in apoptosis of splenocytes when compared with the
experimental controls. Taken together, our data demonstrated for the first time the
feasibility of Resveratrol as an effective and safe anti-Leishmania drug, which makes it
a promising candidate for use against human leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, Resveratrol, Treatment.
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1.1. DEFINICAO E HISTORICO DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses consistem em um grande espectro de doencas infecto-parasitarias
causadas por protozoarios do género Leishmania (Classe Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae). Baseado nos principais sintomas clinicos, este complexo de doencas pode
ser classificado de forma geral, em dois grupos: a leishmaniose tegumentar ou cutanea e a
leishmaniose visceral (LV), tipo mais grave da doenca (CECILIO et al., 2014).

As leishmanioses sdo doencgas antigas, historicamente retratadas em desenhos,
papiros, estatuas e ceramicas, que representam formas humanas com mutilacées nos labios e
narizes, caracteristicas da leishmaniose cutdnea (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).
Diversos documentos relatam a ocorréncia da leishmaniose cutanea nas populacdes do
continente asiatico e também pré e p6s-Colombianas, como visto em textos Incas que relatam
lesbes de trabalhadores rurais dos Andes, durante a colonizacdo espanhola nas Américas
(TUON et al., 2008).

N&o existem documentos que registrem a forma visceral da doenca antes do século
XIX. Os primeiros relatos de LV s&o provenientes da Grécia, em 1835, e em seguida na India,
em 1869 (SOUZA et al., 1981), onde a doenca recebeu o nome de Kala-azar, ou doenga
negra, por causar aumento da pigmentacdo na pele, podendo deixa-la cinza escuro
(KHADEM; UZONA, 2014). Em 1903, o médico escocés Willian Leishman isolou o
protozodrio causador da doenca no baco de um soldado indiano, identificando-o como um
possivel parasita do género Trypanosoma (LEISHMAN, 1903). Meses depois, Charles
Donovan relatou casos parecidos e este microrganismo passou a ser denominado corpos de
Leishman-Donovan. Naquele mesmo ano, Ronald Ross observando os parasitas deduziu que
estes pertenciam a um novo género e ndo se tratavam de tripanossomas alterados, como
Leishman relatava, sugerindo o nome Leishmania donovani em homenagem aos
pesquisadores (ROSS, 1903).

Nessa época, 0 vetor transmissor do parasita ainda era desconhecido. Em 1905, André
Pressat especulou sobre a relacdo de dipteros flebotomineos (Ordem Diptera, Familia
Psychodidae) com as leishmanioses. Em 1912, Lutz e Neiva publicaram um trabalho sobre o
Phlebotomus, também conhecido como mosquito-palha, ressaltando a voracidade com que as
fémeas atacavam repetidas vezes o homem para se alimentarem de seu sangue. Eles tinham

uma forte suspeita do papel transmissor destes insetos na disseminagdo do parasita
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(BENCHIMOL; SA, 2006), confirmada em 1920 e 1922, por Cerqueira e Aragdo (REY,
2001).

Em 1908, Charles Nicolle descreve uma nova espécie causadora de LV, a L.
infantum, cuja area endémica englobava paises europeus da Bacia do Mediterraneo, como
Portugal e Espanha (MAURICIO et al., 1999). No estudo, o pesquisador ainda acrescenta a
participacdo dos cdes como reservatorios da leishmaniose atraves de estudos experimentais
(REY, 2001).

O primeiro caso de LV relatado na América do Sul foi descrito no Paraguai, em 1913,
em uma necropsia de um paciente originario do Brasil (MIGONE, 1913). Em 1934, no
Nordeste do Brasil, formas amastigotas do parasita foram encontradas em pacientes que
faleceram com suspeita de febre amarela (BADARO; DUARTE, 1996). Em 1937, Evandro
Chagas descreveu, pela primeira vez, o agente etioldgico da LV americana, classificando o
parasita como Leishmania chagasi (LIMA et al., 2010). Porém estudos posteriores mostraram
que sequéncias de DNA de varias cepas desta espécie eram idénticas a cepas de L. infantum
(MAURICIO et al., 1999). Apos longas discussdes sobre a taxonomia desta espécie, Lainson
e Shaw sugeriram chamar a espécie de L. infantum chagasi (LAINSON; SHAW, 2005).

Até os anos 70, as espécies eram classificadas de acordo com aspectos clinicos e area
endémica da doenca. Estudos observando a ecologia do ciclo das leishmanioses em animais
reservatorios e vetores também baseavam a classificacdo. Com a introducdo da analise
izoenzimatica e hibridizacdo de DNA, os pesquisadores puderam classificar as espécies com
mais precisdo (WHO, 2010).

Depois de estudos bioquimicos e moleculares, além das caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas, foi possivel tracar um panorama das infec¢gdes. Foi determinado que no
Velho Mundo, a leishmaniose cutanea é causada principalmente pela L. major, L. tropica e L.
aethiopica, diferentemente das Ameéricas, onde o maior causador desta forma é a L. mexicana,
sendo que L. amazonensis e L. braziliensis sdo as maiores responsaveis por lesdes
mucocutaneas. Os parasitas observados na forma visceral da doenga foram: L. donovani, na
Africa, Asia e Europa e L. infantum chagasi, comumente causador de LV nas Américas
(MURRAY et al., 2005).
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1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL

1.2.1. Situacdo epidemioldgica

As leishmanioses sd@o endémicas em 98 paises, com aproximadamente um milhdo de
novos casos estimados, e estdo entre as seis endemias prioritarias no mundo (WHO, 2014).
Dentre essas, a forma visceral das leishmanioses estd associada a altas taxas de mortalidade,
levando de 20.000 a 30.000 mortes anualmente. Este dado posiciona as leishmanioses como
segunda causa de mortes mundiais relacionada a parasitas, depois da malaria (WHO, 2014).
Por ano, sdo registrados aproximadamente 58 mil casos de LV, em todo o mundo. Porém,
estima-se que de 150 a 350 mil novos casos de LV ndo sdo registrados, muitos destes
ocorrendo de forma subclinica ou assintomatica (ALVAR et al., 2012).

A LV tem ampla distribuicio e pode ser encontrada na Asia, na Europa, no Oriente
Médio, na Africa e nas Américas, sendo que cerca de noventa por cento dos casos estio
concentrados na India/Bangladesh/Nepal, Suddo e Brasil (ALVAR et al., 2012; BRASIL,
2014). A Organizagdo Mundial de Saide estimou em 2012, que 10 a 20% destes casos irdo a
Obito, mesmo com acesso ao tratamento (ALVAR et al., 2012).

A LV ja foi descrita em pelo menos 12 paises na América Latina, porém o Brasil
detém aproximadamente 97% dos casos notificados, especialmente na regido Nordeste
(BRASIL, 2014; PAHO, 2013). Na década de 80, esta regido registrava cerca de 90% dos
casos brasileiros, tendo carater eminentemente rural. Apods este periodo, a doenca se espalhou
por todo o territério nacional, alcancando as periferias dos grandes centros urbanos nas
regides Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2014).

A incidéncia de LV no Sudeste ndo é a maior em comparagdes com as demais regides
do pais, poréem o Espirito Santo, durante o periodo de 2008 a 2011, apresentou um total de 19
casos, com média de 05 casos por ano. Destes casos 60% ocorreram em criancas na faixa
etaria de 0 a 9 anos. (BRASIL, 2012; BRASIL, 2014).
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1.2.2. Sintomatologia e Diagndstico

A LV é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que segue com hiperplasia do sistema
mononuclear fagocitico, afetando o bago, o figado, as mucosas do intestino delgado, a medula
0ssea, os linfonodos e outros tecidos linfoides. A sintomatologia na fase aguda pode variar de
paciente para paciente, mas na maioria dos casos inclui febre, palidez cutdneo-mucosa e
hepatoesplenomegalia. Em area endémica, alguns individuos podem apresentar um quadro
clinico discreto, evoluindo para cura espontdnea. Nos outros pacientes, se ndo houver
tratamento, a infeccdo segue com febre irregular, geralmente associada a emagrecimento e
aumento da hepatoesplenomegalia. A progressdo da doenca conta com febre continua e
comprometimento do estado geral, incluindo hemorragias, ictericia e ascite. Infeccdes
bacterianas e sangramentos geralmente determinam o 6bito nestes pacientes (BRASIL, 2014).

O diagndstico laboratorial da LV inclui observacdo microscopica dos parasitas em
amostras de aspirados do baco ou medula Ossea, figado, linfonodos e em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), que podem ser cultivadas para aumentar a
sensibilidade do diagnostico. Outras possibilidades sdo a deteccdo de antigenos na urina,
testes soroldgicos e a deteccdo de DNA do parasita por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), que é mais sensivel que o exame microscopico, porém necessita de alto
investimento, sendo invidvel nos locais endémicos, em sua maioria paises em
desenvolvimento (ELMAHALLAWY et al., 2014).

1.2.3. Ciclo e Imunopatogénese

O ciclo biologico da Leishmania é heteroxénico, contendo uma fase no trato digestivo
do flebotomineo e outra em hospedeiros vertebrados. Canideos silvestres, marsupiais,
roedores e, principalmente, cdes funcionam como reservatorios do protozoario (BRASIL,
2014).

Parasitas deste género sdo dimorficos, apresentando em seu ciclo de vida duas formas
evolutivas: a forma promastigota e a forma amastigota. A primeira € caracterizada por um
corpo alongado e a presenca de flagelo. Sdo formas bastante moveis e podem ser encontradas

no intestino e glandulas salivares de flebotomineos. Por outro lado, as formas amastigotas ndo
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sdo moveis e possuem morfologia arredondada, vivendo exclusivamente no interior das
células do hospedeiro (GURUNG; KANNEGANTI, 2015).

As fémeas de flebotomineos, durante seu repasto sanguineo, podem aspirar
macrofagos parasitados de um individuo infectado ou um hospedeiro reservatorio. O
desenvolvimento e migracdo do parasita no trato gastrointestinal do inseto sdo acompanhados
por mudangas morfoldgicas. As formas amastigotas adquiridas, ao atingirem o intestino
médio do inseto, se transformam em formas promastigotas prociclicas, ndo infectantes
(DAVIES et al., 1990). Assim como outros tripanossomatideos, estes parasitas necessitam se
aderir a parede intestinal do vetor apropriado para estabelecer uma infeccdo real, onde se
multiplicam, por divisdo binaria, durante a passagem do sangue em digestdo. A proxima fase
é a metaciclogénese, onde a partir da forma promastigota prociclica ocorre o desenvolvimento
da forma infectante transmissivel denominada de promastigota metaciclica (PIMENTA et al.,
1992). Durante as modificacbes morfoldgicas, o parasita também sofre mudancas em suas
moléculas de superficie, como por exemplo, o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63
(gp63), que funcionam como importantes fatores de viruléncia (DAVIES et al., 1990). Ocorre
0 aumento da expressdo de LPG e gp63 no segundo e sétimo dia pOs-repasto sanguineo,
respectivamente (DAVIES et al., 1990).

A forma promastigota metaciclica ndo sofre divisGes e se desprende do intestino do
vetor, migrando para a por¢do mais anterior intestinal média, onde num novo repasto
sanguineo podera ser regurgitada e introduzida na pele de um hospedeiro vertebrado
(LAINSON; SHAW, 1988). Apos a introducdo do protozoario no organismo, o parasita deve
se evadir dos mecanismos extracelulares de defesa, invadir as celulas-alvo, modificar o
ambiente intracelular e estabelecer a infeccdo (SACKS; SHER, 2002).

Participando da resposta imune inata, o sistema complemento ¢ uma das primeiras
barreiras que o parasita deve enfrentar. Este sistema é um grupo composto por mais de 30
proteinas solUveis no sangue que interagem entre si, e estdo envolvidas na destruicdo de
diversos parasitas, como a Leishmania (DUNKELBGEERR; SONG, 2010). Experimentos in
vitro, com formas promastigotas de L. major, L. amazonensis, L. donovani e L. infantum
chagasi mostraram que 85-90% destes parasitas séo lisados dentro de, aproximadamente, dois
minutos em contato com soro humano (DOMINGUEZ et al., 2002). A lise ocorre devido a
formacdo de poros na membrana, causados pelo complexo C5b-9, também conhecido como
complexo de ataque & membrana (MAC). Porém, devido as modificacdes nos fatores de
viruléncia do parasita, muitas células do parasita ndo sofrem danos pela agdo do

complemento, como por exemplo, o alongamento da estrutura do LPG nas formas
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promastigotas que dificulta a ligacdo do complexo MAC ao protozoario (MCCONVILLE et
al., 1992). Além disso, esses fatores podem alterar moléculas do complemento, como a gp63
que cliva a C3b em iC3b, forma inativa da molécula, impedindo a formagdo do complexo
MAC (BRITTINGHAM et al., 1995).

Como ndo conseguem penetrar ativamente nas células do hospedeiro, os parasitas
dependem da acdo fagocitica destas. Através de receptores celulares, células locais, como
macrofagos, células dendriticas (DCs) e linfécitos T, reconhecem os padrGes moleculares
associados a patogenos (PAMPs), como LPG e gp63, e iniciam o processo de fagocitose.
Moléculas do complemento aderidas aos patdégenos, como C3b e iC3b, também facilitam a
entrada nas células, pois funcionam como opsoninas (TEIXEIRA et al., 2006). Juntamente
com as células do tecido, macrofagos locais produzem diversas quimiocinas que iniciardo a
cascata de respostas imunes (SPELLBERG, 2000).

Com a picada do mosquito, alguns microvasos sdo rompidos e é iniciada uma forte
resposta inflamatdria local, com participacdo das células locais e recrutamento de novas
células (GLAICHENHAUS et al., 2011). Adicionalmente, as formas promastigotas induzem a
secrecdo da quimiocina Proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e a quimiocina (C-X-C
motif) ligante 1 (CXCL1) pelos macr6fagos, que atraem mondcitos e neutrofilos,
respectivamente (MOUGNEAU et al., 2011).

Neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem ao local da infeccdo. Apo6s
fagocitarem o parasita, estas células comecam a secretar citocinas, como a IL-8, que atraem
mais neutréfilos (LAUFS et al., 2002). Camundongos BALB/c infectados com L. infantum
chagasi apresentam um intenso infiltrado neutrofilico no local da inoculacéo, atingindo seu
pico 6 horas apds a infeccdo (THALHOFER et al., 2011). Estes leucdcitos tém como
principal funcdo fagocitar e destruir patdégenos invasores. Porém alguns microrganismos
possuem a capacidade de sobreviver dentro destas células, modulando os mecanismos de
fagocitose, como a Leishmania que consegue bloquear a indugcdo da oxidacdo fagocitica,
impedindo sua morte (LAUFS et al., 2002). O parasita também pode aumentar a meia vida do
neutrdfilo através da alteragdo da via de marcadores de apoptose, como a via da caspase-3,
que sofre diminuicdo nas celulas infectadas (AGA et al., 2002). Outro recurso usado pela
Leishmania é a modulacéo da fosforilacdo das quinases ERK1/2 e de moléculas como Bfl-1 e
Bcl-2, que previnem a saida do citocromo ¢ da mitocondria e posterior ativacdo das caspases
(SARKAR et al., 2013). O escape dos mecanismos de morte intracelular e o prolongamento
da meia vida tornam os neutrofilos importantes células mantenedoras do parasita, durante o
estagio inicial da infeccdo (LAUFS et al., 2002).
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Enquanto formas promastigotas metaciclicas conseguem sobreviver neste ambiente
hostil, as formas ndo-metaciclicas sédo rapidamente mortas (NADERER; MCCONVILLE,
2011). Além deste fator, Ribeiro-Gomes e colaboradores (2004) mostram que a deplecéo de
neutrofilos diminui a carga parasitaria em camundongos BALB/c suscetiveis e aumenta em
animais C57BL/6 resistentes, indicando o importante papel destas células no controle da
infeccao.

Outro mecanismo utilizado pelos neutrofilos no controle do parasita € a liberagcdo de
redes extracelulares (NETs) contendo DNA, histonas e proteinas liticas dos granulos
citoplasmaticos. Este processo é denominado netose e é considerado um tipo de morte celular
programada diferente da apoptose e da necrose. Fatores de viruléncia, como o LPG, podem
estimular a liberacdo das NETs pelos neutréfilos que interagem com o patogeno, induzindo
sua morte, seja pelas propriedades toxicas das histonas e dos outros componentes, seja pelo
aprisionamento e posterior fagocitose destes parasitas por outras células (GUIMARAES-
COSTA et al., 2009).

Macrofagos e células dendriticas locais também participam na regulacdo inicial que
leva a resisténcia ou a suscetibilidade a Leishmania. Ao contrario do que se observa com 0s
macrofagos, as DCs sdo mais efetivas na apresentacdo de antigenos nas respostas primarias.
Apos a infeccdo pelo parasita, as DCs encontradas na pele sdo ativadas, e passam a ter a
expressdao de MHC I e Il aumentada. Antes aderidas ao tecido, passam a ter a diminui¢éo da
expressao de E-caderina, o que permite sua migracdo para os linfonodos regionais, a fim de
apresentar os antigenos de Leishmania as células efetoras do sistema imune, processo
conhecido como diapedese. Outro fator importante é a manutencdo da producéo de 1L-12, que
nos macrofagos infectados é diminuida. Se por acaso, houver falha na produgdo de IL-12
pelas células dendriticas, ocorrera uma extensa expansdo de células T CD4" auxiliares do
perfil Th2, j& que esta citocina guia o desenvolvimento de células CD4" Thl produtoras de
IFN-y, essenciais para a resolucao da doenca (KHADEM; UZONA, 2014).

Dois ou trés dias ap0ds a infeccdo inicial, macrofagos sdo recrutados para o sitio de
infeccdo através de quimiocinas MIP-1 secretadas pelos neutréfilos (MULLER et al., 2001).
Chegando ao local os macrdfagos reconhecem neutrofilos infectados em apoptose e 0s
fagocitam, tendo suas funcdes microbicidas silenciadas pela Leishmania (CECILIO et al.,
2014).

Apbs estabelecer a vida intracelular em um fagossomo, as formas promastigotas
modificam o ambiente intracelular para iniciar a transformacdo em formas amastigotas.

Através da acdo do LPG e gp63, a Leishmania inibe a proteina quinase C (PKC), que
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juntamente com proteinas tirosina quinase (PTK) regulam a agdo microbicida, reduzindo a
producdo de intermediérios reativos do oxigénio (GIORGIONE; TURCO; EPAND, 1996).
Outra forma de controle exercida sobre os macréfagos é a inibicdo da sintese de IL-12
(MCDOWELL; SACKS, 1999). Diversos estudos em modelos experimentais, como o
murino, mostram que a liberacdo de IL-12 pelas células apresentadoras de antigeno leva a
diferenciacdo e proliferacdo de células TCD4" Thl (ALEXANDER; BRYSON, 2005). As
células Thl induzem a producéo de Oxido Nitrico (NO), através do aumento da expressdo do
INOS pela célula afetada. Como a Leishmania estabelece a infeccdo dentro do macréfago e
prolifera, esta célula pode eventualmente entrar em apoptose. De forma semelhante ao que
acontece com os neutrofilos, o parasita retarda o processo de morte e macréfagos néao
infectados chegam ao local para fagocitar a célula apoptética contendo formas amastigotas do
parasita (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

A polarizacdo da resposta das células T auxiliares estd intimamente ligada a
suscetibilidade ou resisténcia ao parasita. Os linfocitos TCD4" Thl sdo responsaveis pela
morte do parasita, através da produgdo de IFN-y, que induz a gerac¢do de 6xido nitrico (NO) e
outros radicais por macrofagos e DCs, potencializando a resposta inata (COELHO-
CASTELO et al., 2009). Também ¢ sabido que a citocina TNF-a, produzida sobretudo por
macrofagos, além de células T e células assassinas naturais (NK), age juntamente com o IFN-
v na morte de amastigotas (LIEW; O’DONNELL, 1993). Assim como os linfocitos Thl, os
linfécitos T CD8* possuem a capacidade de produzir IFN-y e sdo importantes por sua acdo
citotoxica. Camundongos nude infectados com L. donovani ndo conseguem controlar a
infecgdo visceral, devido a deficiéncia em células T. O controle também falha quando
populacdes T CD4* ou TCD8" sdo transferidas de forma separada aos animais, mostrando que
a resisténcia ao parasita somente é adquirida com a presenca das duas populacdes (STERN et
al., 1988).

A inabilidade de montar uma resposta Thl leva o individuo a suscetibilidade, pela
predominancia da resposta Th2, na infeccdo por L. major (MOUGNEAU et al, 2011).
Entretanto, individuos com LV ndo apresentam claramente essa dicotomia entre as respostas.
Alguns estudos mostram existir um aumento de IL-4 e IL-10, com consequente perda da
funcdo do IFN-y na doenga ativa. Porém, outras investigagdes sugerem que a IL-10 é a maior
contribuinte para a patologia e sua transcricdo pode estar associada a presenca de IFN-y em
condicBes exarcebadas (BHATTACHARYA,; ALI, 2013). Também é notado o aumento da
producdo de IL-10 por células isoladas de pacientes com kala-azar (GHALIB et al., 1993).

Assim como os camundongos resistentes que desenvolvem uma forte resposta imune contra o
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parasita, muitos pacientes persistem com um pequeno numero de parasitas durante a
resolucdo da infecgdo. A producéo de IL-10 tem uma importante fungdo na supressdo da
resposta imune, sendo atribuida a ela, segundo alguns autores, a responsabilidade pela
permanéncia dos protozoarios (KAYE; SCOTT, 2011). Esta citocina suprime muitas funcdes
de células NK e de células T por inibir a apresentacdo de antigenos e a producdo de citocinas
pré-inflamatorias como IL-12 e IFN-y. Um estudo mostra a cura de camundongos infectados
com L. major apos a deplecdo de IL-10 (BELKAID et al., 2001). Acreditava-se que a IL-10
fosse uma citocina produzida especificamente por células Th2, porém estudos posteriores
mostraram que ela pode ser secretada tanto por células Th2 quanto Thl (TRINCHIERI,
2007). Esta citocina também é produzida por células T regulatérias (CD4* CD25" Foxp3"),
assim como outro potente anti-inflamatorio, 0 TGF-B, que tém o papel de limitar os danos
teciduais causados por respostas inflamatorias, limitando também a magnitude das respostas
efetoras contra patdgenos (KHADEM; UZONA, 2014).

A resposta também pode variar de acordo com o microambiente de infeccdo, ja que a
resposta imune a LV se mostra orgao-especifica. Em diversos modelos de LV, é possivel
observar que a infeccdo esplénica permanece crénica apds longo periodo de tempo, enquanto
infeccbes no figado possuem boa resolucdo da doenca, associada a formacdo de granulomas
(KHADEM; UZONA, 2014). Estes granulomas consistem em células de Kuppfer parasitadas
fundidas, células NK e células T que expressam marcadores de superficie de células NK
(NKT) funcionais, e um manto de células mononucleares (células CD4* e CD8") ao redor,
gue tem sua populacdo aumentada uma semana ap0s a infec¢éo, indicando proliferacdo local e
também recrutamento do baco (STANLEY; ENGWERDA, 2007).

No microambiente linféide esplénico, a persisténcia do parasita gera certas mudancas,
como o0 aumento da taxa de apoptose das células T, associado aos elevados niveis de TNF-a,
ja que membros da superfamilia TNF sdo conhecidos por gerar morte celular apoptotica
(STANLEY; ENGWERDA, 2007). Outro fator importante para a disfungdo do 6rgéo € a alta
producdo de IL-10. A polpa branca se torna desorganizada e reduzida, enquanto a polpa
vermelha aumenta, além da involucdo dos centros germinativos e perda da rede de células
dendriticas foliculares (FDC) (ZIJLSTRA; EL-HASSAN, 2001).

A destruicdo das FDC e concomitante perda dos centros germinativos afeta a producéo
de células B, ja que ocorre a proliferacdo dentro destes, juntamente com a mudanca de isétipo
e subsequente recombinacdo somaética. Isto interfere na regulacdo da fungdo das células B,
contribuindo para a hipergamaglobulinemia e resposta policlonal associada a LV (STANLEY;

ENGWERDA, 2007). Pacientes doentes apresentam altos niveis de anticorpos contra
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antigenos ndo relacionados ao parasita, como para haptenos, autoantigenos, além dos
anticorpos anti-Leishmania (DEAK et al., 2010).

1.2.4. Tratamento

O tratamento das leishmanioses deve curar o paciente, reduzir o risco de recaida e
minimizar a possibilidade de cepas resistentes aos medicamentos (PAHO, 2013). Antimoniais
pentavalentes (Sb°") sdo a primeira linha de drogas contra todas as formas de leishmanioses.
Os antimoniais foram introduzidos por Gaspar Viana, em 1912, na forma trivalente (Sb%*)
encontrada no tartaro emético. Entretanto, a formulacédo apresentava toxicidade, gerando dor
no peito, tosse e depressdo, além da dificil administragio (FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009). A partir dos anos 40, esse medicamento foi substituido por sua forma
pentavalente que € menos toxica (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). No
Brasil, o antimonial pentavalente adotado nos casos de LV foi o antimoniato de meglumina
(Glucantime®), sendo o Unico distribuido pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2014).

Acredita-se que os Sbh®" atuam nas formas amastigotas do parasita inibindo sua
atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos. Estudos mostram que os antimoniais
também podem atuar diretamente nos macréfagos estimulando o estresse oxidativo sobre o
parasita internalizado (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Estes compostos sdo eliminados
rapidamente do organismo, tendo meia-vida de aproximadamente 2 horas (BRASIL, 2014).
Os Sb®* possuem algumas limitagdes. Seu uso deve ser via parenteral, diario, por no minimo
trés semanas (20 mg de Sb/kg/dia). Pacientes relatam dor durante as injecdes intramusculares
e efeitos colaterais sisttmicos, como nausea, vomito, fraqueza, mialgia, célicas abdominais,
diarréia, rash cutaneo, além de manifestacdes hepatotoxicas e cardiotoxicas. O aparecimento
de resisténcia a droga também é outro problema recorrente (FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009).

A partir dos anos 80, o antibi6tico poliénico anfotericina B (deoxicolato) que possuli
atividade antifingica também passou a ser usado no tratamento da LV devido ao seu poder
anti-Leishmania. Posteriormente, sua formulagdo foi modificada para a forma lipossomal,
onde é envolvido por colesterol e outros fosfolipideos, mostrando menor toxicidade e maior

eficacia em relacdo ao anterior (BERN et al, 2006). A anfotericina B ocupa a segunda linha de
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drogas e é usada em pacientes que se mostram resistentes ao tratamento com antimoniais
pentavalentes (BRASIL, 2014).

O mecanismo de acdo da droga envolve a ligacdo aos precursores de ergosterol do
parasita, causando rompimento da membrana (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004). Entretanto, o0 medicamento também pode se ligar ao colesterol presente na membrana
celular dos individuos parasitados gerando alta toxicidade e efeitos colaterais diversos,
incluindo insuficiéncia renal, anemia, febre e hipocalemia (LACHAUD et al., 2009). A forma
menos toxica, a anfotericina B lipossomal, possui elevado custo, mostra- se eficaz no
tratamento de pacientes de LV na india, porém em estudos com pacientes sul-americanos
infectados por L. chagasi se mostra pouco eficaz (BARRETT; CROFT, 2012).

Antimoniais pentavalentes e anfotericina B sdo as drogas recomendadas para o
tratamento de LV causada por L. infantum chagasi pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (WHO, 2010). Todavia, seus inumeros efeitos colaterais mostram a importancia da
pesquisa de novas drogas (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Neste contexto, a
OMS recomenda a pesquisa de drogas injetaveis de curto prazo ou tratamento oral (RIDLEY,
2003).

1.3.  PRODUTOS NATURAIS COM ACAO ANTI-Leishmania

As plantas sdo reconhecidas por serem uma rica fonte de extratos bioldgicos ativos,
6leos essenciais e diferentes compostos quimicos. Existem varios laboratérios que se dedicam
a pesquisa de substancias derivadas de plantas contra as mais diversas doencgas, como cancer,
diabetes, processos inflamatérios ou infecgdes causadas por bactérias ou protozoarios
(HARVEY, 2008). Dentre as formulac¢des estudadas, encontramos diversas plantas com agéo
anti-Leishmania (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Como exemplo,
Mansour e colaboradores (2013), encontraram grande atividade anti-Leishmania estudando
estratos de folhas de uva (Vitis vinifera). Os autores ainda mostraram que o extrato etanolico
das folhas promovia a destruicdo das membranas citoplasmaticas e nucleares de L. infantum
chagasi.

Também é possivel encontrar estudos utilizando os metabdlitos secundarios de
plantas (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Polifenois, flavonoides,
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saponinas, alcaldides, sesquiterpenos, polissacarideos e outros compostos mostram atividade
antiparasitaria e imunomoduladora, alterando o balanco das respostas Th1-Th2 (CHOUAN,
2014). Morales-Yuste e colaboradores (2010) mostraram a atividade anti-Leishmania do
alfabisabolol, um alcool sesquiterpeno abundante no 6leo essencial de camomila (Chamomilla
recutita), em promastigotas de L. infantum chagasi. Segundo os autores, este composto
também possui agdo anti-inflamatoria.

Compostos conhecidos por seu poder microbicida sdo bons candidatos no estudo de
novas formulagdes. Também conhecidos por fitoalexinas, esses compostos possuem baixo
peso molecular e sintese desencadeada de forma natural pela planta a partir de situacdes de
estresse ambiental e/ou ataque patogénico, sendo um mecanismo de autodefesa contra
diversos patogenos, predadores, agentes quimicos e fisicos (JANG et al., 1997). O estudo de
Lugue-Ortega e colaboradores (2004) mostra que duas fitoalexinas encontradas na bananeira
(Musa acuminata) inibiam formas promastigotas e amastigotas de L. infantum chagasi.
Anigofurone e 2-metil-9-fenil-fenaleno sdo compostos antifingicos e foram isolados nos
rizomas da planta apds estimulo com Fusarium oxysporum.

Nesta conjuntura, uma fitoalexina que vém se destacando por sua atividade anti-
inflamatoria e mais recentemente pela descoberta de sua acdo anti-Leishmania é o resveratrol

(trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno).

1.3.1. Resveratrol

O resveratrol ¢ um polifenol presente em mais de 70 espécies de plantas, como
amendoim (Arachis hypogaea), eucalipto (Eucalyptus sp.), Veratrum grandiflorum,
Polygonum cuspidatum e em varias espécies de uvas, onde sua presenca é mais conhecida e
estudada (LUCAS; KOLODZIEJ, 2013).

Este polifenol foi isolado pela primeira vez em 1940, a partir da raiz de Veratrum
grandiflorum (TAKAOKA, 1940) e posteriormente, em 1963, em raizes de Polygonum
cuspidatum (NOMOMURA; KANAGAWA; MAKIMOTO, 1963), uma planta comumente
usada na medicina japonesa e chinesa. Embora tenha sido descoberto em meados do século
XX, o resveratrol comecou a despertar interesse da comunidade cientifica a partir dos anos
90, através do trabalho de Siemann e Creasy (1992) que mostra efeitos cardioprotetores do

vinho tinto. Este artigo introduz o termo “Paradoxo Francés” que consiste na discussido
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epidemioldgica da baixa taxa de mortalidade dos franceses por doengas coronarianas, apesar
de sua dieta rica em gorduras saturadas, quando comparados aos americanos. Os autores
associaram a diferenca observada ao consumo diario de vinho pelos franceses e a partir dessa
observacao, pesquisadores comecaram a investigar quais seriam 0S COMpOStos responsaveis
pelo fato (PARK; PEZZUTO, 2015).

Dentre 0s compostos presentes no vinho, o resveratrol é considerado o polifenol de
maior eficacia bioldgica (FREMONT, 2000). A partir destas descobertas, dezenas de estudos
comecaram a mostrar que o resveratrol podia prevenir ou retardar a progressdo de diversas
doengas, incluindo o cancer (BAUR et al., 2006).

Em meados dos anos 90, enquanto estudos mostravam somente a a¢do antioxidante do
(COX), atividade relevante na protecdo ao cancer. O grupo estudou a atividade
antinflamatdria do composto em modelo murino de edema de pata induzido por carragenina,
observando supressdo de inflamacdo. Este fato guiou a pesquisa no estudo da atividade
antitumoral. Foi observada reducdo na liberacdo de radicais livres em linhagem celular de
leucemia (HL-60). Apds esta observacao, eles investigaram os efeitos do polifenol em modelo
murino de cancer de pele e com os resultado notaram a diminuicdo da doenca / células
cancerosas.

Kulkarni e Canté (2015) relatam que a ac¢do antitumoral de alguns compostos naturais
pode ser comparada a restricdo caldrica (RC), quanto a protecdo contra o desenvolvimento de
tumores. A RC consiste numa reducdo moderada (normalmente 20-40%) da ingestdo caldrica,
mantendo 0 consumo necessario de vitaminas e minerais. Esta intervencdo aumenta a
longevidade e protege as fungdes bioldgicas contra a deterioragdo. Fato comprovado em 1935,
por McCay em experimentos com ratos, e confirmado posteriormente em outros modelos,
como leveduras, vermes, insetos, peixes e mamiferos, onde foi possivel identificar o aumento
da atividade de sirtuinas como responsavel do fenémeno (MCCAY; CROWELL;
MAYNARD, 1989).

Dentre os varios polifenois vegetais, Howitz e colaboradores (2003) testaram alguns
possiveis ativadores de sirtuinas em cultura de Saccharomyces cerevisae, observando que o
resveratrol era 0 mais potente e mimetizava a RC, aumentando a longevidade da levedura em
até 70%, através do estimulo da sirtuina Sir2.

Na uva, a casca é responsavel pela maior parte do resveratrol produzido pela planta,
estimulada principalmente pela infec¢do por fungos (ADRIAN et al., 2000). Logo, 0s niveis

de resveratrol dependem de fatores estressantes, tais como: ambiente de cultivo, clima,
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exposicdes a patdgenos e, no caso dos vinhos, pelo método de produgdo (SIGNORELLLI;
GHIDONI, 2005). Por essas razdes, o resveratrol encontrado nos vinhos pode variar bastante,
podendo chegar a 9 mg/L, com a média situada entre 0,82 a 5,75 mg/L (SOUTO et al., 2001),
enguanto no suco de uva comercial se situa entre 0,07 a 1,59 mg/L (DONG, 2003). A média
dos vinhos brasileiros fica em torno de 3,57 mg/L, uma das mais altas do mundo. Isto se deve
ao fato de que boa parte do vinho brasileiro provém da Serra Galcha, local de alta
precipitacdo pluviométrica que, consequentemente, aumenta a proliferacdo fungica na parte
aérea das videiras (SOUTO et al., 2001).

Na estrutura quimica do resveratrol encontramos trés grupos hidroxila reativos ligados
a dois anéis aromaticos unidos por uma ponte de metileno. Esta geometria molecular é base
para diversos compostos presentes na natureza, diferindo quanto ao numero e a posicao das
hidroxilas, substituicdo dessas hidroxilas por outros radicais, formacdo de dimeros, trimeros
ou extensos polimeros e o isomerismo (isbmeros geométricos trans e cis) (SOLEAS;
DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997). O resveratrol é sintetizado naturalmente sob duas formas
isbmeras: trans e cis-resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-trans-estilbeno ¢ 3.4°,5-trihidroxi-cis-
estilbeno) (ORALLO, 2006), representados na figura 1.

OH
owre
OH

Cis-resveratrol Trans-resveratrol

Figura 1: Estrutura quimica do cis-resveratrol e trans-resveratrol (3,4’5-trihidroxiestilbeno).

As formas isbmeras sdo relativamente estaveis, sendo que a conversdo do isémero
trans em cis-resveratrol é resultado da exposi¢do a radiacdo ultra violeta (UV) (TRELA,
WATERHOUSE, 1996). O isdmero cis-resveratrol é instavel na forma solida, por isso o
isbmero viabilizado comercialmente é o trans-resveratrol (GOLDBERG et al., 1995), e como
resultado existem poucos estudos mostrando a atividade farmacoldgica do cis-resveratrol
(ORALLO, 2006). Segundo Wang et al. (2002) ndo é possivel encontrar o cis-resveratrol em
uvas, diferentemente do vinho que possui este isomero em variadas concentragdes, sugerindo

a transformacdo do trans-resveratrol por isomerases produzidas por leveduras, durante a
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fermentac&o ou pela quebra de polimeros e glicosideos de resveratrol, além da transformacéo
devido a radiacdo UV (FREMONT, 2000).

Orallo (2006) mostra que tanto o cis-resveratrol, quanto o trans-resveratrol exibem
atividade antioxidante in vitro, bloqueando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), pela inibicdo da atividade da NADPH oxidase, e também inibem a producdo de NO.
Este estudo ainda relata que ambos isémeros séo efetivamente absorvidos ap6s administracao
oral em ratos. O autor conclui que os beneficios do resveratrol decorrem do efeito combinado
do cis-resveratrol e trans-resveratrol e propGe a formulacdo de drogas com combinacdo dos
iIsbmeros.

A meia vida do resveratrol no organismo € curta, durando aproximadamente 8 a 14
minutos e sua molécula primaria é metabolizada, sendo convertida a outros compostos
secundarios, com meia vida de cerca de 9 horas (BAUR et al., 2006). Segundo Walle e
colaboradores (2004), aproximadamente, 70% do resveratrol administrado por via oral e
intravenosa é absorvido pelo organismo do homem. Desta porcentagem, uma pequena parte
permanece na forma inalterada, predominando a metabolizacdo do polifenol em compostos
formados por processos de sulfatacdo e glicuronidacdo, na interacdo com proteinas hepaticas
de fase I e Il (YU et al.,, 2002). Destes compostos 0 metabdlito mais abundante no soro
humano é o resveratrol glicoronideo, de acordo com Vitaglione et al. (2005).

A ligacdo do resveratrol as proteinas do plasma, como a albumina sérica e a
hemoglobina, permite a maior duracdo do polifenol no organismo e contribui para a sua
distribuicdo nos tecidos, que se da por difusdo trans-epitelial e proteinas carreadoras. Estes
processos sdo facilitados pela caracteristica lipossoltvel do composto e pela elevada afinidade
a proteina albumina (JANNIN et al., 2004).

O resveratrol tende a ser eliminado rapidamente da circulacdo sanguinea, depositando-
se em diferentes 6rgdos, em variadas concentracdes. Vitrac e colaboradores (2003), em
experimentos com camundongos BALB/c, observaram maior deposi¢cdo no duodeno, colon,
figado e rins, com menor deteccdo no bago, coracdo, cérebro e testiculos, apos administracao
oral de **C-trans-resveratrol. No célon e no bago, observou-se uma significativa atividade do
polifenol, tendo acdo moderada no coracdo, testiculos e no cérebro.

Existem diversas propriedades bioldgicas e farmacologicas responsaveis pelos efeitos
benéficos do resveratrol na prevencdo e tratamento de diversas patologias (BAUR et al.,
2006). Como exemplo, a potente capacidade antioxidante do polifenol decorre da ligagédo do
composto aos radicais livres presentes no meio celular. Estes radicais sdo resultado do

metabolismo celular, considerados iniciadores dos processos oxidativos, por possuirem
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atomos com elétrons desemparelhados. A ligacdo destes atomos a estruturas celulares
ocasiona o dano, e o resveratrol impede esta degradacdo celular, além de inibir a ativacdo de
mediadores inflamatorios, como o NF-xB. Dentre os efeitos antioxidantes observados, a
cardioprotecdo foi bastante estudada mostrando que o composto previne a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (LEONARD et al., 2003) e inibe a agregacao
plaquetaria (OLAS et al., 2002).

A atividade anti-inflamatoria do resveratrol ja foi estudada em modelos de doencas
cardiovasculares, cancer, obesidade, diabetes e doencas neurodegenerativas (NAKATA;
TAKAHASHI; INOUE, 2012).

O resveratrol também vem chamando atencdo da comunidade cientifica por se mostrar
ativo contra importantes microrganismos causadores de doencas humanas, como virus
(TANG et al., 2015), bactérias (CHAN, 2002), fungos (CHAN, 2002) e parasitas (MALLO;
LAMAS; LEIRO, 2013; BOTTARI et al., 2015).

Em um estudo com herpesvirus, o polifenol reduziu a producdo de particulas virais,
além de ativar a caspase-3, induzindo a apoptose das células infectadas (TANG, 2015). Outro
trabalho mostrou o efeito antimicrobiano do resveratrol sobre bactérias patogénicas da pele e
dermatdfitos em cultura. O composto diminuiu a porcentagem de crescimento das cepas de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Através de
diluicdo seriada do polifenol, o autor notou que o crescimento do S. aureus diminuia em 80-
90%, quando em concentracdo de 171 pg/mL de resveratrol, enquanto as cepas de E. faecalis
e P. aeruginosa tinham similar quantidade de inibicdo na concentracdo de 342 pg/mL. Nos
fungos testados, quantidade menor do polifenol foi requerida para a inibigdo do crescimento
em 75%. Espécies de Trichophyton, Epidermophyton flocosum e Microsporum gypseum
tiveram seu crescimento reduzido em meio com concentragcfes entre 25-50 pg/mL (CHAN,
2002).

Mallo, Lamas e Leiro (2013) testaram o efeito in vitro do resveratrol no crescimento
de Trichomonas vaginalis, observando o decréscimo do numero de trofozoitos, quando nas
concentragdes de 50 e 100 pM. Os autores encontraram similaridade na atividade
antiparasitaria do resveratrol comparado com a droga referéncia Metronidazol. Ambos
tratamentos diminuem o potencial de membrana hidrogenossomal (Aym), alvo importante
para farmacos, ja que este protozoario ndo possui mitocondria.

Modelos murinos de parasitoses tratados com resveratrol também mostram caminhar
para a resolugdo da infeccdo pela morte dos parasitas e modulacdo do sistema imune.

Camundongos infectados com Toxoplasma gondii e tratados com o polifenol mostraram
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reducdo de cistos no cérebro, quando comparados ao controle ndo tratado, além de diminuicdo
de espécies reativas de oxigénio, que causam neurodegeneracdo no curso da doenca
(BOTTARI et al., 2015).

No campo das parasitoses, podemos encontrar estudos in vitro avaliando a acdo do
resveratrol em espécies de Leishmania. Kedzierski et al. (2007) foram os primeiros a relatar
os efeitos do resveratrol sobre formas promastigotas e amastigotas de L. major. Este
composto mostrou atividade anti-Leishmania em estudos in vitro com L. major
(KEDZIERSKI et al., 2007; LUCAS; KOLODZIEJ, 2013); L. donovani (DINESH, 2014) e L.
amazonensis (FERREIRA et al., 2014), mostrando ser um candidato promissor no tratamento
das leishmanioses. No entanto, todos os estudos encontrados na literatura relatam a
propriedade anti-Leishmania desse composto somente em testes in vitro, assim pretendemos
neste estudo avaliar a eficAcia do tratamento com resveratrol em modelo murino de

leishmaniose visceral.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficicia do tratamento com resveratrol in vivo sobre a leishmaniose visceral

murina causada por L. infantum chagasi.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade do tratamento pelas dosagens de TGO, TGP e creatinina.

e Auvaliar o efeito do tratamento com resveratrolsobre a carga parasitaria do bago e
figado apos ainfeccdo com Leishmania infantum chagasi.

e Avaliar a producéo das citocinas IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TGF-B, TNF-a ¢
Oxido nitrico em sobrenadante de baco e figado de animais infectados e tratados.

e Auvaliar os aspectos histolégicos do baco e figado de animais infectados e tratados.

e Avaliar o perfil de linfécitos B, T CD8", T CD4" e Tregs no baco de animais infetados
e tratados.

e Auvaliar os efeitos do tratamento sobre a apoptose de esplendcitos de animais infetados
e tratados.
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3. MATERIAIS E METODOS



36

3.1. ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 6-8 semanas de idade, com peso
corporal de 2515 g foram usados neste estudo. Os animais foram adquiridos no Biotério
Central da Universidade Federal Fluminense e mantidos em gabinetes no biotério do
laboratério de Imunobiologia, sob controle do ciclo claro-escuro de 12h e controle de
temperatura e umidade, recebendo agua filtrada, racdo comercial (Purina®) ad libitum e
maravalha autoclavada. Todos os experimentos foram realizados de acordo com a regulagéo
do Comité de Etica em Experimentacio Animal do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES), aprovado como projeto namero
049/2015.

3.2  CEPA DE L. infantum chagasi

A cepa de Leishmania infantum chagasi (MHOM/BR/1975/PP75) usada para realizar
a infeccdo dos animais foi gentilmente cedida pela professora Elenice M. Lemos, do
laboratdrio de Leishmaniose do Nucleo de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do
Espirito Santo (NDI-UFES). Os parasitas foram cultivados em meio Grace’s (Sigma-
Aldrich®, EUA) com pH 6,8, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30min, 0,2% de hemina (Sigma-Aldrich®), 0,5% de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 5% de urina humana. As culturas eram
mantidas até o final da fase logaritmica de crescimento em estufa refrigerada BOD a 24°C e
repicadas a cada dois ou trés dias, até no maximo 10 repiques. Para manter a infectividade,
esporadicamente, camundongos BALB/c eram infectados pela cepa e eutanasiados para

isolamento do protozoario em cultura de células do baco e figado.
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3.3. INFECCAO DOS ANIMAIS E TRATAMENTO

No final da fase logaritmica, a cultura de promastigotas de L. infantum chagasi foi
centrifugada a 3000rpm/5°C/10min e lavada duas vezes com solucéo salina estéril tamponada
com fosfato (PBS, pH 7,2). O sedimento foi suspenso em PBS para a realizagcdo da contagem
dos parasitas em camara de Neubauer e posterior ajuste da concentracdo. Grupos contendo de
quatro a sete camundongos foram infectados por veia caudal com 1x10’ parasitas/animal e o
inicio dos tratamentos se deu 24h apds a infec¢do, conforme demonstrado na figura 2. Um
grupo de animais recebeu resveratrol, via gavagem oral, na concentragcdo de 50 mg/kg/dia,
diluido em veiculo, composto de alcool 10% e Gleo de girassol. Como controle negativo, um
grupo de animais recebeu somente o veiculo, também via gavagem oral. Como controle
positivo, outro grupo de animais recebeu Antimoniato de meglumina (Glucantime®) na
concentracdo de 50 mg/kg/dia (via intraperitonial), dose considerada sub-Gtima segundo
Murray (2008). Todos os grupos receberam o tratamento ou placebo durante dez dias

ininterruptos.

DIA 0 1° 11° 16°
10 dias de tratamento
INFECCAO EUTANASIA
1x107 L. infantum chagasi (i.v) . Sangue
Figﬂ_{lo
Baco

Figura 2: Delineamento experimental para avaliagdo da a¢do anti-Leishmania do resveratrol in vivo.

3.4. DOSAGEM DE TRANSAMINASES (TGO E TGP) E CREATININA

Os camundongos foram anestesiados com 20uL de anestésico quetamina:xilazina
(10:1) na cavidade peritoneal, ap6s o término dos tratamentos. Procedeu-se entdo a coleta de
uma amostra de sangue, com uma ponteira embebida em solucdo de EDTA. Para a dosagem

da Transaminase Glutdmico Oxalacetica (TGO), Transaminase Glutamico Piravica (TGP) e
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creatinina, foi realizado um ensaio colorimétrico com o sistema comercial Doles®, utilizando
amostras do soro dos animais testados. Para testar a validade do teste, um novo grupo de
animais recebeu Tetracloreto de Carbono (CCl4). Seguindo as instru¢bes do fabricante, foi
preparada uma curva de calibracdo contendo diluicBes seriadas da substancia padréo,
iniciando nas concentraces de 1000u/mL para TGO e TGP e 0,05 pg/mL para Creatinina.
Em seguida, foi adicionado 1mL do reagente de cor em cada tubo, contendo amostras ou
curva padrdo e apds a homogeneizacdo, estes permaneceram, em temperatura ambiente,
repousando por 20min. Decorrido este tempo, foram acrescentados em cada tubo 10mL de
Hidroxido de Sédio 0,4M, misturando-os por inversdo e apos 2min de repouso, as amostras
foram lidas em espectofotdmetro a 505nm (Varioskan Flash — Thermo®).

35. OBTENCAO DE SOBRENADANTE DO BACO E FIGADO E
ESPLENOCITOS

Ap0s o término do tratamento, os camundongos foram eutanasiados para a remocao do
baco e figado.

Os o6rgaos foram removidos em condicdes assépticas, e individualmente, transferidos
para tubos cénicos (Falcon) independentes, previamente identificados e contendo 3 mL de
Grace’s (Sigma-Aldrich®). Em seguida, cada 6rgdo foi macerado em peneira de nylon de
100um (BD Falcon, Spectrun), acopladas a um tubo cénico de 50 mL, com o auxilio de um
émbolo de seringa, obtendo uma suspensdo do macerado de érgdos. Para andlise da carga
parasitaria, aliquotas da suspensdo gerada foram retiradas e posteriormente o macerado foi
submetido a centrifugacdo a 3000rpm/4°C/10min em um tubo cdnico de 50 mL, para retirada
do sobrenadante usado na dosagem de citocinas e NO.

Para a obtencao dos esplendcitos usados na imunofenotipagem e analise de apoptose,
uma aliquota do baco foi transferido para tubos cénicos (Falcon) independentes, previamente
identificados e contendo 3 mL de RPMI (Sigma-Aldrich®) pH 7,2, suplementado com
bicarbonato de sodio 3,7mg/mL, HEPES 4,7mg/mL (Sigma®) e SFB inativado 10%. O 6rgéo
foi macerado para a obtencdo de células, conforme descrito acima, e posteriormente
centrifugado a 1500 rpm/4°C/10min.

As células foram ressuspendidas em 6mL de solucdo de lise de hemacias (TRIS Base

1,21 mg/mL e cloreto de amonio 8,3mg/mL em agua deionizada) pH 7,2, por 7 min. Apés
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este periodo, foram adicionados 10 mL de PBS e as células foram submetidas a nova
centrifugagdo a 1500 rpm/4°C/10min, a fim de descartar o sobrenadante e suspender o
precipitado em 5 mL de RPMI, para a contagem de células. As células foram contadas em
camara de Neubauer e ajustadas para 1x108/mL, a fim de serem marcadas e analisadas em

citometria de fluxo.

3.6. ANALISE DA CARGA PARASITARIA

Para estimar a quantidade de parasitas presentes no baco e figado dos animais, 0s
camundongos tiveram o0s Orgdos retirados para a realizacdo da técnica de dilui¢do limitante,
método descrito por Buffet et al. (1995).

Para isto, os orgdos foram macerados conforme descrito acima. Duas aliquotas de
200uL do macerado de cada 6rgdo foram transferidas para pocos da primeira fileira de placas
de fundo plano de 96 pocos (BRANDplates), que tiveram seus pog¢os subsequentes
preenchidos com 150uL de Grace’s, para posterior dilui¢do seriada 1:4.

As placas foram incubadas em estufa BOD por dez dias a 26°C. Apds este periodo
cada placa foi observada ao microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100) para observacao do
ultimo poco contendo formas promastigotas. O nimero de parasitas por 6rgdo foi
determinado pela maior diluicdo logaritmica na qual a forma promastigota podia ser

visualizada e sua correlagcdo com o peso do 6rgao avaliado.

3.7. QUANTIFICACAO DE OXIDO NITRICO NOS SOBRENADANTES DO
MACERADO DE BACO E FIGADO

Os sobrenadantes dos 6érgdos macerados foram coletados a fim de quantificar a
concentracdo deoxido nitrico (NO). Essa analise foi realizada indiretamente por meio da
mensuragao das concentracdes de nitrito pelo método colorimétrico de Griess , como descrito
por Green et al. (1990). Como curva padrédo foi utilizado N2NOs na concentracdo de 50uM
para subsequente diluicdo. O reagente de Griess foi preparado utilizando iguais volumes de

uma solucéo a 2,5% de H3PO4 Sulfanilamida (Sigma-Aldrich®) e outra solugdo com 1% de
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a-Naftiletilenoaminohidrocloro (NEED) (Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 0,1%. Na
reacdo, aliquotas de 50uL dos sobrenadantes foram depositadas em duplicata em placas de 96
pocos, para posterior adicdo de 50uL do reagente de Griess. Ap6s 10 min, em temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 540nm usando um leitor (SpectraMax, Molecular

Devices).

3.8. AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS NOS SOBRENADANTES
DO MACERADO DE BAGO E FIGADO

Ensaios imunoenzimaticos de captura (ELISA) foram utilizados para mensurar a
concentracdo das citocinas IFN-y, IL-4, I1L-6, IL-10, IL-17, TNF-0 ¢ TGF-B presente nos
sobrenadantes do baco e figado dos animais testados. A dosagem foi realizada utilizando o
sistema comercial eBioscience® com pares de anticorpos monoclonais de captura e de
revelacdo biotinilados da eBioscience, seguindo a recomendacao do fabricante.

Placas de alta absor¢do (Costar®) foram sensibilizadas com o anticorpos de captura
durante 18h, a 25°C. Em seguida, os pocos foram lavados com solugéo de lavagem (PBS e
0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich®)) e as amostras foram adicionadas e incubadas na
mesma temperatura por 2 horas. Apés este periodo, as placas foram novamente lavadas e
incubadas com o anticorpo biotinilado por 1 h/25°C. Finalmente, outra lavagem seguida da
adicdo e incubacdo com estreptoavidina marcada com peroxidase (eBioscience®) por 30
min/25°C.

A revelacdo ocorreu com a adicdo de solucdo tampdo citrato de fosfato com 5% de
ABTS e 0,005% de peroxido de hidrogénio (H202) 30%, sendo a reacdo interrompida com
dodecil sulfato de sédio 1% (SDS) (Gibco®). A quantificacdo relativa das citocinas foi
determinada espectrofotometricamente a 415nm usando leitor (VVarioskan Flash — Thermo®).

3.9. DETERMINACAO DE APOPTOSE EM ESPLENOCITOS COM ANEXINA V

Esplendcitos apoptoticos foram detectados utilizando o sistema Annexin V-FITC

Apoptosis Detection Kit Alexis (Lausen, Suica). A presenca de fragmentacdo do DNA
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também foi avaliada através da marcagdo com lodeto de Propideo (Pl), caracterizando
diferentes estagios de apoptose. Apds a lise das hemécias, as células ajustadas para 1x10%/mL
foram marcadas com Anexina V-FITC e PI, em presenca de um tampéo de ligacdo contendo
calcio (10 mM Hepes/NaOH, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,). As células foram incubadas em
temperatura ambiente, por 15 min e lavadas com tampdo de ligacdo, para analise por
citometria de fluxo, utilizando um citdmetro de fluxo Attune®. Um total de 10.000 eventos
foram coletados para cada amostra e analisados com auxilio do programa Flowjo versdo 10
(TreeStar, Ashland, OR, USA).

3.10. IMUNOFENOTIPAGEM DOS ESPLENOCITOS POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Para analise das populacdes de esplendcitos, 1x108/mL de células dos animais testados
foram colocados em placas de 96 pocos e centrifugadas a 1300 rpm/2min. As células foram
ressuspendidas e incubadas em 375uL de facs buffer contendo anticorpos monoclonais anti-
receptores de superficie celular anti-CD3/FITC, anti-B220/APC, anti-CD4/PerCP, anti-
CDB8/PE, anti-CD25/FITC, anti-Foxp3/PE e antiCD62L/APC, na propor¢cdo de 1:200 e
mantidas a 4°C/30min. Apds o tempo, as células receberam mais 100uL de buffer e foram
lidas pelo citdmetro de fluxo Attune®.

Para analise de células T reguladoras, as células foram previamente marcadas com
anticorpo anti-CD4/PerCP e anti-CD25/FITC, como descrito anteriormente. Ap6s a marcacao
extracelular, as células foram centrifugadas e ressuspensas em solucdo de permeabilizacéo,
permanecendo incubadas por 30 minutos a 4°C. Apds este periodo, as células foram
novamente centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de permeabilizacdo contendo a
marcacdo intracelular anti-Foxp3/PE, na proporcdo de 1:200 por 30 minutos a 4°C. Entdo, as
células foram lavadas com solucdo de permeabilizacdo e ressuspendidas em FACs buffer para

aquisicdo no citdmetro.
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3.11. AVALIACAO HISTOLOGICA DO TECIDO ESPLENICO E HEPATICO

Fragmentos do bacgo e figado dos animais, com cerca de 50-100mg foram removidos e
imersos em solucdo fixadora de Bouin (dgua destilada saturada de &cido picrico acrescido de
25% de formol 10% e 5% de &cido acético glacial) por um periodo de 24h. Em seguida,
procederam-se varias etapas de desidratacdo em série crescente de alcoois (70°, 85°, 95° e
100°), a diafanizacdo com xilol e a inclusdo em parafina. Foram obtidas, no micr6tomo,
seccOes histoldgicas de 5um de espessura. As sec¢des foram colocadas em laminas e coradas
com hematoxilina, contrastada com eosina e, em seguida avaliadas por microscopia de luz.

As imagens foram capturadas por camera acoplada ao microscopio ético por meio do

software DinoCapture 2.0.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versao
6.0. Foi feita a andalise de variancia (ANOVA) de uma via, sendo aplicado o teste de Tukey

para comparacdo das médias. Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS
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4.1. AVALIACAO DA TOXICIDADE DO TRATAMENTO COM RESVERATROL IN
VIVO

Como primeiro objetivo, avaliamos a toxicidade do tratamento, através da analise dos
niveis de transaminases (TGO e TGP) e de creatinina no soro dos animais 24 horas apds o
regime de tratamento ou administracdo de tetracloreto de carbono (CCls) por via
intraperitoneal, como controle positivo.

De acordo com a avaliacdo destes parametros bioquimicos, observamos que ndo houve
aumento dos niveis de TGO, TGP e creatinina nos animais tratados com resveratrol (Fig. 3)
em comparacdo ao grupo que recebeu somente o veiculo. De forma diferente, animais
tratados com Glucantime apresentaram aumentos significativos de TGO e creatinina, quando
comparados ao veiculo ou ao grupo tratado com resveratrol. Conforme esperado, aumento

significativo de TGO, TGP e creatinina (p <0,0001) foram observados no grupo com CCla.
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Figura 3: Avaliacdo da toxicidade aos diferentes tratamentos realizados em camundongos BALBI/c,
infectados com L. infantum chagasi. Dosagem de TGO (A), TGP (B) e creatinina (C) no soro de camundongos
gue receberam veiculo (6leo + alcool 10%) ou resveratrol (50mg/Kg/dia) ou foram tratados com Glucantime
(antimoniato de meglumina) (50mg/Kg/dia), durante 10 dias. Controles positivos das andlises foram
camundongos ndo infectados que receberam tetracloreto de carbono (CCl.) por via intraperitoneal 24 horas antes
da eutanadsia. A avaliacdo dos parametros bioquimicos foi realizada individualmente, utilizando o soro dos
animais coletado 24 horas ap6s o término dos tratamentos. Os dados representam a média + desvio padrao de 10
animais.. *p<0,05 e ****p<0,0001. V= Veiculo, R= Resveratrol, G= Glucantime.
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4.2. EFICACIA DO TRATAMENTO COM RESVERATROL EM CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM L. infantum chagasi

O proximo passo de nosso trabalho foi avaliar se o efeito anti-Leishmania do
Resveratrol, observado in vitro por Kedzierski et al. (2007), Dinesh et al. (2014) e Ferreira et
al. (2014) também existiria in vivo. Para isto, camundongos BALB/c foram infectados com
107 formas totais de L. infantum chagasi e vinte e quatro horas depois da inoculacio,
iniciaram um regime de tratamento de dez dias.

Os animais tratados com resveratrol apresentaram significativa redugédo do parasitismo
no baco (77%) e figado (90%), quando comparados ao grupo veiculo. Em relacdo ao grupo
tratado com o Glucantime, o resveratrol apresentou bom desempenho e reduziu o parasitismo

no bago a niveis semelhantes ao tratamento com a droga padréo (Fig. 4).
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Figura 4: Carga parasitaria do baco e figado de camundongos BALB/c infectados com L. infantum
chagasi. Os animais foram infectados com 1 x 107 formas promastigotas de L. infantum chagasi via endovenosa,
seguido do tratamento (Conforme descrito na figura 2), iniciado 24 horas ap6s a infeccdo. O nimero de parasitas
foi determinado no baco e figado através da técnica de dilui¢do limitante (LDA). Os dados representam a média
* desvio padrdo de 20 animais/grupo.***p<0,001, ****p<0,0001. V= Veiculo, R= Resveratrol, G= Glucantime.
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4.3. EFEITO DO TRATAMENTO NA PRODUCAO DE CITOCINAS E OXIDO
NITRICO

Uma vez comprovada a reducdo da carga parasitaria, nos propusemos a avaliar a
producdo de citocinas e Oxido nitrico (avaliado na forma de nitrito) no baco e figado dos
animais tratados.

Conforme demonstrado na figura 5, os animais apresentaram diferenca na producéo de
citocinas entre os 6rgaos analisados. No baco, animais tratados com resveratrol apresentaram
reducdo significativa na producdo de TNF-a e IL-10 quando comparado aos grupos controles.
Nesse 6rgdo, ndo observamos diferencas significativasna producéo das citocinas IFN-y, IL-6,
IL-17, IL-4 e TGF-p bem como na dosagem de éxido nitrico.

Quanto ao figado, notamos um significativo aumento na producéo de TNF-a ¢ TGF-3
em relacdo ao grupo tratado com a droga padrdo Glucantime. Além disso, o tratamento com
resveratrol levou a uma reducéo nos niveis de IL-6, IL-17 e IL-4. N&o observamos diferencas
significativas entre 0s grupos quanto aos niveis de oOxido nitrico, IL10 e IFN-y no

sobrenadante desse 6rgéo.
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Figura 5: Efeito dos tratamentos sobre a producéo de citocinas e 6xido nitrico (nitrito). Os niveis de IFN-y,
TNF-a, IL-6, IL-17, IL-4, IL-10, TGF-B, e nitrito foram determinados pelos métodos de ELISA sanduiche para
as citocinas e Griess para nitrito. Camundongos BALB/c infectados e tratados (Conforme descrito na figura 2),
tiveram o baco e o figado retirados e processados separadamente para obtengdo do sobrenadante. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 10 animais/grupo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. V=
Veiculo, R= Resveratrol, G= Glucantime.

4.4. AVALIACOES HISTOLOGICAS NO BACO E FIGADO

Na tentativa de compreender a estrutura dos tecidos infectados e a morfologia das
células apds os diferentes tratamentos, realizamos a histologia dos tecidos provenientes do
baco e figado dos camundongos infectados.

No figado dos animais infectados que receberam veiculo como tratamento, as lesdes
foram discretas. Havia aumento do ndmero de células de Kupffer e a presenca de raros
granulomas formados por macréfagos dispostos em no maximo duas camadas. Ndo houve

identificacdo de amastigotas tipicos, embora tenham sido observados corpusculos basofilos
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intracelulares em alguns macréfagos, mas sem a presenca do halo piriforme e do corplsculo
representando o cinetoplasto. No grupo resveratrol o aspecto foi semelhante, embora a
frequéncia de granulomas tenha sido menor. No grupo tratado com glucantime ndo foram
observados granulomas frouxos e a quantidade de células de Kupffer aparentava ser bem

menor (Figura 6).

Figura 6: Aspecto histolégico do figado de camundongos BALB/c infectados com L. infantum chagasi. A e
B. Figado de animal que recebeu somente veiculo. A: observar pequeno granuloma (seta preta); B: detalhe em
maior aumento mostrando outro pequeno granuloma (seta preta) e grande quantidade de células de Kupffer
(setas brancas). C e D. Figado de animal tratado com resveratrol. C: dois pequenos granulomas (setas pretas). D:
detalhe em maior aumento mostrando a reagdo das células de Kupffer (setas brancas). E e F. Figado de animais
tratados com Glucantime. E: auséncia de granulomas e menor reacdo das células de Kupffer. F: detalhe em
maior aumento mostrando a menor reacdo das células de Kupffer (setas brancas). vc=veia central; ep= espaco
porta. Figuras A, C e E observadas com objetiva 10x; Figuras B, D e F observadas com objetiva de 40x.
Coloracédo: H.E.
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Em todos os grupos os animais apresentaram esplenomegalia (grupo Veiculo:
172+22,5mg; Resveratrol: 171+29,5mg e Glucantime: 167+ 21,9mg). Os pesos medios
apresentados sdo todos maiores do que o peso médio de animais ndo infectados da colénia do
laboratdrio (peso medio foi de 128+10mg). O estudo histologico mostrou aspecto semelhante
nos trés grupos: um estado reacional folicular, com aumento do numero e do tamanho dos
foliculos linfaticos (Figura 7). Como no figado formas amastigotas tipicas ndo foram

observadas.

Figura 7: Reacdo histologica no bago apds infeccdo com L. infantum chagasi. Em A, bago representativo do
grupo que recebeu somente veiculo, em B, do grupo tratado com resveratrol e, em C, do grupo tratado com
Glucantime. Figuras observadas com objetiva de 10X. Coloracéo: H.E.

4.5. IMUNOFENOTIPAGEM DE LINFOCITOS B E T NO BACO DE ANIMAIS
TRATADOS COM RESVERATROL

Como células T e B participam ativamente na resisténcia ou suscetibilidade a infeccéo
por Leishmania, nos propusemos a examinar se o0 tratamento com o Resveratrol poderia
interferir na frequéncia de linfécitos T CD4*, T CD8*, T reguladoras (Tregs) e linfdcitos B.
Apos a eutanasia, esplendcitos foram isolados individualmente e marcados com 0s anticorpos
monoclonais anti-CD4-PerCP, anti-CD8-PE, anti-B220-APC, anti-CD25-FITC e anti-Foxp3-
PE para serem adquiridos por citometria de fluxo.

O grupo tratado com Glucantime apresentou aumento na populacdo de linfocitos B
(Fig. 8A) em relacdo ao grupo que recebeu somente veiculo. De forma diferente, observou-se
uma reducdo na frequéncia de linfocitos T CD4" no grupo tratado com resveratrol e
Glucantime quando comparado ao grupo veiculo (Fig. 8C). De forma semelhante, a
frequéncia de linfocitos Treg (CD4* CD25* Foxp3*) se mostrou reduzida no grupo resveratrol
em relacdo ao grupo veiculo, porém sem diferenca significativa entre os grupos (Fig. 8D).
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Figura 8: Frequéncias de linfécitos B, T CD8*, T CD4* e Tregs. Esplendcitos (1x10°%) de camundongos
BALB/c infectados e tratados conforme descrito acima, obtidos no dia da eutanédsia foram marcados com
anticorpos monoclonais anti-B220, -CD8, -CD4, -CD25 e —Foxp3. Frequéncias das populacbes de linfécitos B
(A), T CD8" (B), T CD4* (C) e Treg (D). Os dados representam a média + desvio padrdo de 8
animais/grupo.*p<0,05, **p<0,01. V= Veiculo, R= Resveratrol, G= Glucantime.

4.6. AVALIACAO DE APOPTOSE NOS ESPLENOCITOS DE ANIMAIS
TRATADOS COM RESVERATROL

E sabido que a persisténcia da Leishmania no ambiente esplénico provoca a apoptose
dos esplendcitos nos animais infectados. Com o objetivo de avaliarmos se o tratamento com
resveratrol poderia influenciar na viabilidade celular, efetuamos um ensaio onde se verificou
0 estado apoptdtico de esplendcitos obtidos apds os diferentes tratamentos. Para isso, 0S

esplendcitos foram isolados e marcados com Anexina V-FITC e PI para serem adquiridos por
citometria de fluxo.
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Figura 9: Avaliacdo de apoptose em esplendcitos apos tratamento com resveratrol. Esplendcitos (1x106) de
camundongos BALBI/c infectados e tratados conforme descrito acima, obtidos no dia da eutandsia foram
marcados com Anexina V e iodeto de propidio (PI) para a determinacdo dos estagios apoptdticos por citometria
de fluxo. Q1 — Apoptose inicial, Q2 — Apoptose tardia e Q4 — células ndo apoptdticas. Representacdo
esquematica dos quadrantes nos diferentes grupos tratados: (A) Veiculo, (B) Resveratrol e (C) Glucantime.

Foi demonstrada uma reducdo significativa de apoptose tardia nos esplendcitos dos
animais tratados com resveratrol, tanto quando comparado com o grupo veiculo (p<0,01),
quanto com o grupo tratado com Glucantime (p<0,05) (Fig. 10). Além disso, avaliamos a
apoptose inicial na populacdo de linfocitos T CD4", entretanto ndo encontramos diferencas

significativas entre os grupos estudados (dado ndo mostrado).
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Figura 10: Avaliacdo de apoptose inicial e tardia em esplendcitos apds tratamento com resveratrol.
Esplendcitos (1x10%)de camundongos BALB/c infectados e tratados conforme descrito acima, obtidos no dia da
eutandsia foram marcados com Anexina V e iodeto de propidio (PI). Os dados representam a média + desvio
padrdo de 8 animais/grupo.*p<0,05, **p<0,01.
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5. DISCUSSAO
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A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave das doencas causadas pelos
protozoarios do género Leishmania, ja que sua cronicidade leva o individuo infectado a um
estado de imunossupressdao sistémica. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2010), os medicamentos recomendados para o tratamento da LV humana, causada por L.
infantum chagasi, sdo os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B, tanto na sua forma
desoxicolato, quanto na forma lipossomal. No entanto, essas drogas apresentam toxicidade
consideravel, além do desenvolvimento de resisténcia por diversas cepas do parasita.

Produtos naturais sdo usados no tratamento de parasitoses durante séculos, sendo uma
Otima alternativa na busca de novas terapias para diversas infecgdes, como as causadas por
Leishmania (WINK, 2012). Segundo Wink (2012), 28% das novas drogas registradas entre
1981 e 2006 sdo produtos naturais ou seus derivados. Os extratos de plantas possuem uma
infinidade de biomoléculas capazes de modular a resposta imune ou mesmo atuarem
diretamente sobre parasitas (CHOUHAN et al., 2014). Dentre os diversos candidatos de
produtos naturais testados contra leishmanioses, o resveratrol vem se destacando, por mostrar
eficacia em testes in vitro contra L. major, L. donovani e L. amazonensis, conforme descrito
por Kedzierski et al. (2007), Dinesh et al. (2014) e Ferreira et al. (2014), respectivamente.
Entretanto, estudos in vivo que demonstram a a¢do do polifenol no tratamento de infecgdes
por parasitas do género Leishmania sdo inexistentes, até o presente momento. Desta forma,
neste trabalho avaliamos pela primeira vez a agéo anti-Leishmania do resveratrol em modelo
experimental murino de leishmaniose visceral causada por L. infantum chagasi.

Parasitas do género Leishmania sdo eucariotos e por isso podem apresentar
propriedades bioguimicas e moleculares iguais a de seus hospedeiros. Em consequéncia disso,
a pesquisa de novas drogas deve avaliar tanto eficacia quanto a toxicidade com o modelo
estudado (WINK, 2012). O resveratrol tem demonstrado ser bem tolerado em modelo murino,
mesmo em concentracBes altas (100 mg/kg/dia), como atestam Schwingel et al. (2014).
Corroborando com este dado, nosso estudo mostrou que o soro de animais tratados com
resveratrol ndo apresentou aumento dos parametros bioquimicos avaliados: transaminase
glutdmico piravica (TGP), transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e creatinina. A fim de
verificar a validade do teste, um grupo de camundongos recebeu tetracloreto de carbono
(CCls) e apresentou aumento no nivel dos trés parametros bioquimicos, haja visto o efeito
toxico deste composto, conforme relattam Lee et al. (2007). Os biomarcadores TGO, TGP e
creatinina podem identificar possiveis danos causados por drogas experimentais (ADLER,
2010), j& que niveis plasmaticos alterados de TGP indicam dano hepatico (ENNULAT et al.,
2010). O TGO indica ndo s6 hepatotoxicidade, como também cardiotoxicidade, possiveis
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danos aos musculos esqueléticos, rins e pulmdes (NISHIMURA et al., 2013) e a creatinina, €
uma proteina normalmente produzida no metabolismo dos mdsculos, sendo eliminada no
processo normal de filtracdo glomerular nos rins, um bom indicador das funcGes renais
(ADLER, 2010). Freitas et al. (2015) mostram que camundongos tratados com Glucantime
apresentam aumento destes parametros, devido a toxicidade do antimonial. Em concordéncia
com esse estudo, observamos a aumento nos niveis de TGO e creatinina nos animais tratados
com Glucantime, em relagéo aos grupos veiculo e resveratrol.

Suscetiveis a infeccdo com L. infantum chagasi, utilizamos camundongos BALB/c
como modelo experimental. Em pesquisas anteriores do nosso grupo, Leal et al. (2015)
estudaram a cinética de infeccdo da L. infantum chagasi PP75 em camundongos BALBI/c,
observando que o pico do parasitismo no figado e bago destes animais era alcancado em
aproximadamente 15 dias pds infeccdo, e ap0s as duas semanas iniciais a carga parasitaria dos
6rgdos avaliados diminuia em mais da metade, se mantendo reduzida em comparacdo a
infecgdo inicial. Neste sentido, condicionamos a eutanasia dos animais infectados e tratados
ao pico do parasitismo, 15 dias apds a infecgdo. Nossos resultados mostram que o grupo
tratado com resveratrol apresentou diminuicdo significativa da carga parasitaria no baco e
figado, quando comparado ao grupo controle (veiculo). Da mesma forma, o grupo que
recebeu o tratamento convencional com Glucantime (antimoniato de meglumina) apresentou
reducdo da carga parasitaria nos dois 6rgdos avaliados, sendo a maior reducdo observada no
figado, estando de acordo com os achados de Buffet et al. (1996).

Os mecanismos de acdo do resveratrol sobre diversos parasitas ainda ndo estdo
totalmente elucidados. E possivel encontrar estudos mostrando que o resveratrol age
interferindo na cadeia respiratoria destes, atuando em mitocdndrias ou organelas semelhantes
a estas. Em Philasterides dicentrarchi, o polifenol causa estresse oxidativo, inibicdo de
enzimas antioxidantes e alteracGes na mitocondria (LAMAS et al., 2009; MORAIS et al.,
2013). Em Trichomonas vaginalis foi observada uma disfuncdo nos hidrogenossomos, apds
tratamento com resveratrol. Em tripanossomatideos, o alvo principal da droga sdo os
cinetoplastos (MALLO et al., 2013). Em outro estudo, Pais-Morales et al. (2015) mostraram
que o resveratrol provoca acuimulo de ROS em trofozoitos de Entamoeba histolytica, evento
este possivelmente associado a inducéo de apoptose observada nestes protozoarios. De forma
semelhante, estudos in vitro com parasitas do género Leishmania mostraram perda do
potencial de membrana mitocondrial e consequente apoptose do parasita, em L. infantum
chagasi (TOLOMEDO et al., 2013) e L. amazonensis (FERREIRA et al., 2014), ap06s 48 horas

de tratamento com resveratrol. Outro mecanismo, observado por Dinesh et al. (2014) ¢ a
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inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase que participa na biossintese de
isoprenoides, como o ergosterol, molécula constituinte da membrana do parasita.

Além das propriedades microbicidas, varios estudos mostram os efeitos moduladores
do resveratrol sobre a inflamacéo causada por organismos invasores, conforme demonstrado
por Pais-Morales et al. (2016) utilizando hamsters infectados por E. histolytica, bem como por
Cho et al. (2015) com nematdides e Bottari et al. (2015), em modelo de infecgdo murina por
Toxoplasma gondii. Nestes estudos, foi observada uma acentuada reducéo do parasitismo e da
inflamacéo, com diminuicdo ou auséncia da formacao de abscessos, além da restauracdo do
tecido afetado. Segundo Liu et al. (2015), o resveratrol pode atuar diretamente sobre a
producdo de mediadores inflamatérios, reduzindo a producdo exacerbada de citocinas, assim
como agir sobre o controle do ciclo celular e a apoptose. Em concordancia com estes
trabalhos, nosso estudo demonstrou que camundongos infectados com L. infantum chagasi e
tratados com resveratrol apresentaram modulagéo da producdo de mediadores inflamatérios.

Em camundongos, a resposta imune durante a infec¢do por L. donovani ou L. infantum
chagasi varia marcadamente entre diferentes 6rgaos, como o baco e o figado e, assim como
na LV humana existe concomitancia entre resposta inflamatéria e reguladora (KUMAR,;
NYLEN, 2012). Nossos resultados mostram um diferente perfil na producdo de citocinas
entre o bago e o figado. No microambiente esplénico, encontramos valores reduzidos de TNF-
a e IL-10 no grupo tratado com resveratrol, quando comparado aos outros grupos estudados.
A producdo da citocina TNF-a esta intimamente ligada ao desenvolvimento de uma resposta
efetiva contra parasitas do género Leishmania, participando ativamente na morte do parasita
por estimular a geracdo de NO e outros radicais livres nos macrofagos infectados (COELHO-
CASTELO et al., 2009). Entretanto, sua producdo excessiva no tecido esta associada a dano a
arquitetura tecidual e a disfuncdo imunoldgica observada no estado crénico inflamatorio da
infeccdo (STANLEY; ENGWERDA, 2007). A gravidade da LV ¢ associada ao dano tecidual
causado por mediadores inflamatérios (COSTA et al., 2013; SANTOS et al., 2016). O
resveratrol € um potente inibidor de proteassomas impedindo a ativacdo do NF-kB, e
consequentemente a transcrigdo dos genes destes mediadores, como 0 TNF-a (QUERESHI et
al., 2012). Ato et al. (2002) ainda acrescentam que elevados niveis de TNF-a estdo ligados ao
aumento da producao de IL-10, o que contribui significativamente para o estabelecimento da
infeccdo por L. infantum chagasi. Diversos estudos demonstram que altos niveis de 1L-10
resultam na resisténcia do parasita na célula do hospedeiro, por desativar as fungdes do
macrofago infectado (ZIJLSTRA; EL-HASSAN, 2001).
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No figado dos animais tratados com resveratrol quando comparados ao grupo veiculo,
encontramos valores aumentados de TNF-a e TGF-p, enquanto as citocinas IL-4, IL-6 e IL-17
se mostraram reduzidas. Murray et al. (2000) demonstra que, diferentemente do baco, o alto
nivel da citocina pro-inflamatéria TNF-a € essencial para o desenvolvimento de uma resposta
efetiva contra L. infantum chagasi no figado. Ao passo que, outras citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-6 e a IL-17, vém sendo associadas a persisténcia do parasita e sua
producdo exacerbada estd relacionada com inflamacdo excessiva e destruicdo do tecido
(SZULC-DABROWSKA et al., 2015). Murray (2008) avaliando a influéncia da IL-6 em
modelo murino de leishmaniose visceral por L. donovani observou que animais com baixa
producdo de IL-6 no microambiente hepético, apresentavam menor carga parasitaria. De
forma semelhante, Terrazas et al. (2015) mostraram que camundongos 1L-177 sdo resistentes
a infeccdo por L. donovani, apresentando baixa carga parasitaria no figado e baco. Ambos os
autores também encontraram valores reduzidos de IL-4 no figado, importante citocina de
perfil Th2, assim como em nosso estudo. Muitos trabalhos mostram que a administracéo de
resveratrol reduz os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e IL-17, como atesta Li
et al. (2007) que ao estudarem os efeitos imunomoduladores do polifenol em modelo murino
de leucemia observaram a redugdo acentuada de IL-6 no soro dos animais que receberam
50mg/kg de resveratrol por trés dias.

Juntamente com a citocina pré-inflamatdria TNF-a, citocinas anti-inflamatorias, como
0 TGF-B, séo produzidas no granuloma em formacéo, sendo requeridas a fim de balancear o
desenvolvimento da imunidade protetora (STANLEY; ENGWERDA, 2007). Ferreira et al.
(2014) demonstram que macrofagos murinos infectados com L. amazonensis secretam
quantidades elevadas de TGF-B quando incubados com resveratrol e estimulados com IFN-y,
fato associado a acdo anti-inflamatéria do composto. Adicionalmente, Suenaga et al. (2008),
mostraram que o resveratrol aumenta a producdo de TGF-B das células via receptores de
estradiol.

Quanto as populacbes de linfdcitos estudadas, observamos uma diminui¢do na
quantidade de linfécitos T CD4" no bago dos animais tratados com resveratrol em relagdo ao
grupo veiculo. Whang et al. (2014), estudando esplendcitos isolados de camundongos
BALB/c, cultivados in vitro e tratados com resveratrol, observaram o efeito inibitorio do
polifenol sobre a populagdo de linfocitos T CD4", que diminuia a ativagdo e proliferacao
destas células. Neste mesmo estudo, Whang et al. (2014) ainda indicam que mais da metade
dos linfécitos T CD4™ tratados com resveratrol se encontravam em apoptose inicial. De forma

contraria, em nosso estudo encontramos valores reduzidos de apoptose em linfécitos T CD4™,
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assim como em esplendcitos de modo geral, onde o grupo tratado com resveratrol mostrou
reducdo significativa na apoptose tardia. Mukherjee et al. (2010) relatam que o resveratrol
pode funcionar tanto como um agente pro-apoptético, quanto anti-apoptético, dependendo da
dosagem. Células renais tratadas com altas doses de resveratrol apresentam perda da
integridade da membrana e consequente perda de sua funcdo, segundo Caddeo et al. (2008).
Além disso, Pearson et al. (2008) mostram que camundongos tratados com altas doses de
resveratrol (1800 mg/kg/dia) morrem dentro de 3 a 4 meses, por insuficiéncia renal.
Entretanto, animais tratados com doses moderadas (25-100 mg/kg/dia) apresentam reducéo de
apoptose decorrente do envelhecimento (MUKHERJEE et al., 2010) e aterosclerose
(DUDLEY et al., 2008). Outro fator associado a diminuigdo de apoptose nos tecidos apds o
tratamento com resveratrol ¢ a diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-q,
segundo Vercosa et al. (2012).

Como primeiro trabalho in vivo da agdo anti-Leishmania do resveratrol em
camundongos infectados com L. infantum chagasi, pudemos comprovar a eficicia da droga
em leishmaniose murina experimental, sendo que a dose administrada e o regime aos quais 0S
animais foram submetidos ndo foram capazes de esteriliza-los da infeccdo, porém reduziram a
carga parasitaria de forma significativa. Portanto, nosso estudo demonstra que o resveratrol

representa uma alternativa promissora para o tratamento da leishmaniose visceral.
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6. CONCLUSAO
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Com base em nossos resultados, podemos concluir que a administracdo oral
do Resveratrol na dose de 50 mg/kg/dia durante 10 dias ndo induz toxicidade
sistémica em camundongos e apresenta efeito anti-Leishmania infantum chagasi in
vivo, demonstrado pela reducéo do parasitismo hepatico e esplénico. Além disso, o
resveratrol previne a apoptose de esplendcitos, favorecendo a resposta imune

protetora.
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