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“Dois importantes fatos nesta vida saltam aos olhos; primeiro que cada um
de nds sofre inevitavelmente derrotas temporarias, de formas diferentes,
nas ocasifes mais diversas. Segundo que cada adversidade traz consigo a
semente de beneficio equivalente. Ainda ndo encontrei um homem algum
bem sucedido na vida que nédo houvesse antes sofrido derrotas
temporarias. Toda vez que um homem supera 0s reveses torna-se mental e
espiritualmente mais forte... E assim que aprendemos o que devemos, a

grande licdo da adversidade.”

(Andrew Carnegie e Napoleon Hill)
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ABREVIATURAS

CR1 Receptor de componente do sistema complemento

CR3 Receptor de componente iC3b do sistema complemento
DNA Acido desoxirribonucléico

ELISA Ensaio imunoenzimatico

GI-IMD Grupo | - Imidocarb

GIlI-IMD+LVS Grupo Il — Imidocarb e Levamisol

GllI-LVS Grupo Il - Levamisol

GIV-controle Grupo IV - Controle

GM-CSF Fator estimulante de coldnia de granuldcitos e mondcitos
GP63 Glicoproteina de 63 kDa de Leishmania

HBSS Salina balanceada de Hanks

IE indice ELISA

IFN-y Interferon gama

IgG Imunoglobulina G

LPG Lipofosfoglicana

LTA Leishmaniose tegumentar americana

LV Leishmaniose visceral

M2 Macrofagos que induz resposta imune tipo 2

Mac1 Integrina de Leucdcitos CD11b:CD18

MHC Complexo de histocompatibilidade principal

MSP “Major surface protein”

OPD Orto-fenilenodiamina

PBS Salina tamponada com Fosfato

PBST Salina tamponada com Fosfato Tween 20

PBSTM Salina tamponada com Fosfato Tween 20 + Leite Desnatado
pH Potencial hidrogenibnico

RIN Reativos intermediarios de nitrogénio

RIO Reativos intermediarios de oxigénio

Th1 Linfocitos T auxiliares do tipo 1

VP Vacuolo parasitoforo



1.Resumo

Os efeitos adversos provenientes do uso dos compostos atualmente disponiveis
para o tratamento das leishmanioses tém motivado a busca por novos agentes
terapéuticos. Neste sentido, o presente estudo avaliou os efeitos do imidocarb e
do levamisol no tratamento da infeccdo experimental em camundongos BALB/c
por Leishmania (L.) amazonensis. Para tanto, camundongos BALB/c foram
infectados com 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) na
fase estacionaria, e subsequientemente, tratados com imidocarb (GI-IMD), com
imidocarb e levamisol (GlI-IMD+LVS), apenas levamisol (GllI-LVS) e sem
tratamento (GIV-controle). A evolugédo da lesdo foi monitorada semanalmente por
10 semanas, apos o inicio do tratamento, no 51° dia pds-infecgcdo. O imidocarb e
levamisol foram administrados por via subcutdnea nas doses de 34 e 12 mg / kg,
respectivamente. No 121° dia apds a infecgao, foram avaliados os niveis séricos
de anticorpos especificos nos camundongos de todos os grupos, bem como, as
alteragdes histopatolégicas e morfométricas no coxim plantar, linfonodo e bago
destes animais. Os dados obtidos neste estudo demonstraram que o os
camundongos tratados com o imidocarb GI-IMD apresentaram menores niveis de
IgG anti-L. (L.) amazonensis (34,45%), menor area de vacuolo nos macréfagos
infectados (3,75%), menor numero de megacariécitos no bago (63,19%) e menor
carga parasitaria no local da lesdao (30,2%) em comparagédo ao grupo GIV-
controle. Deste modo, os achados do presente trabalho validam a utilizagdo do

imidocarb como droga em potencial no tratamento da leishmaniose tegumentar.

Palavras-chaves: leishmaniose, imidocarb, levamisol, Leishmania (L.)

amazonensis



2.Abstract

The adverse effects proceeding of use of current available drugs for the treatment
of leishmaniasis have motivated the search for new therapeutical agents. The aim
of this work was to evaluat the effect of imidocarb and levamisol in the treatment of
the BALB/c mice experimental infected by L. (L.) amazonensis. BALB/c mice were
infected with 10° promastigotes of L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) on
stationary phase and further treated with imidocarb (GI- IMD), imidocarb plus
levamisol (GII-IMD+LVS), only levamisol (GllI-LVS) and without treatment (GIV-
control). The evolution of lesions was monitored weekly for 10 weeks after the
beginning of the treatment, on 51° day post-infection, with imidocarb and levamisol,
subcutaneously dosages of 34 and 12 mg/kg respectively. On 121° day post-
infection the serum levels of specific antibodies of mice of all groups were
evaluated as well, the histopathological and morphometric alterations in the
footpad, lymph nodes and spleen of these animals. The data obtained in this study
demonstrated that mice treated with imidocarb GI-IMD showed lower levels of IgG
anti-L. (L.) amazonensis (34,45%), smaller area of vacuole in the macrophages
(3,75%), lower number of megakaryocytes on spleen (63,19%) and lower parasitic
burden on footpad (30,2%) vs control group (GIV-control). Thus the findings in the
present work suggest the use of imidocarb as a drug in the treatment of

tegumentary leishmaniasis.

Key words: leishmaniasis, imidocarb, levamisole, Leishmania (L.) amazonensis.



Introducdo




3. Introducéao

As leishmanioses sao enfermidades infecto-parasitarias, de carater
antropozoonético, ndo contagiosas, de transmissdo vetorial, causadas por
diferentes espécies morfologicamente semelhantes de protozoarios flagelados do
género Leishmania. Estes parasitos pertencem a ordem Kinetoplastida, cuja
caracteristica principal € a presenga da organela cinetoplasto, a qual situa-se junto
a base do flagelo contendo sequéncias repetidas de DNA (kDNA), sob a forma de
maxicirculos e minicirculos (BALANA-FOUCE et al., 1998).

No mundo as leishmanioses atingem aproximadamente 12 milhdes de
pessoas, em 88 paises, estimando-se que 350 milhdes de pessoas estado
expostas ao risco de infecgado (WHO, 1998). Esta doenca € atualmente
considerada como uma antropozoonose emergente nos Estados Unidos da
América (ENSERINK, 2000; McHUGH et al., 2003; ROSYPAL et al., 2003), com
mais de 500 soldados da forga de paz confirmados parasitologicamente (CDC,
2004). No Brasil, assim como em outros paises das Ameéricas, as leishmanioses
constituem importante problema de saude publica devido a sua alta incidéncia,
ampla distribuicdo geografica e baixa efetividade das medidas de controle.

Dependendo da espécie envolvida, da interacdo com a resposta imune do
hospedeiro vertebrado, da patogenicidade do parasito, da sua capacidade de
invasao e tropismo, a doenga pode se apresentar sob diferentes formas clinicas. A
leishmaniose tegumentar americana (LTA), uma infecgdo dermatologica
importante, ndo sO pela frequéncia e dificuldades terapéuticas, como pela

capacidade de desenvolver lesdes que conduzem a quadros clinicos



desfigurantes, com repercussao psicossocial (GONTIJO; CRAVALHO, 2003). A
leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma crénica e mais grave da doenca,
potencialmente fatal para o homem, quando nao se institui o tratamento adequado
(DESCOTEAUX; TURCO, 2002; KAFETZIS et al.,, 2005). A infeccdo primaria,
quando curada, normalmente leva a protecao contra futuras infecgoes, sugerindo
que seria possivel criar uma vacina contra Leishmania, contudo, na pratica nao
existe vacina eficaz contra este parasito (OULLETTE; DRUMMELSMITH,;
PAPADOPOULOU et al., 2004). Assim, o controle da doenga depende
primariamente da utilizacdo de quimioterapicos, os quais estdo disponiveis em
numero limitado e apresentam varias restrigdes.

A LTA é a forma mais frequentemente diagnosticada. No Brasil, foi
estimado que cerca de 10,45 a 22,94 por 100.000 habitantes nos periodos 1985 a
2000 apresentaram a forma tegumentar de leishmaniose. Ja a leishmaniose
visceral, a forma mais grave da doenca, € menos freqlente. No entanto, foram
notificados 1.124 casos em 1983, este numero aumentou para 2.572 em 1997
(Brasil, 2003). Observou-se também um coeficiente de mortalidade de
0,04/100.000 habitantes em 1980, subindo para 0,08/100.000 habitantes em 1996,

demonstrando o aumento desta forma da doencga (VIEIRA et al., 1998).

3.1. Ciclo biologico e viruléncia

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo biolégico do tipo

digenético, alternando entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores, os quais



sao os responsaveis pela transmissao do parasito durante o repasto sanguineo da
fémea. Em seu ciclo (Fig 1), duas formas sao observadas; a promastigota,
encontrada no intestino meédio dos hospedeiros invertebrados, dipteros da
subfamilia Pheblotominae, géneros Pheblotomus no Velho Mundo e Lutzumyia no
Novo Mundo; e a forma amastigota, encontrada em vacuolos parasitéforos no
interior de macréfagos, e raramente em outros tipos celulares, dos organismos
vertebrados, onde se multiplicam por divisdo binaria (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003).

Durante o repasto sanguineo dos flebotomineos, além das formas
promastigotas outros componentes presentes na saliva do vetor sdo inoculados,
como a maxadilan, que favorece ou potencializa a patogenicidade do parasito. O
grau de patogenicidade, tradicionalmente definido como viruléncia, manifesta-se
como o espectro de sintomas clinicos proporcionados pela infecgdo (CHANG;
CHAUDHURI; FONG, 1990).

Para a manutencao do seu ciclo intracelular, o parasito desenvolveu varias
estratégias de sobrevivéncia dentro da célula do hospedeiro. A forma amastigota é
especialmente adaptado ao ambiente intracelular do vacuolo parasitéforo (VP),
estrutura que se assemelha aos lisossomos secundarios, com pH 4,5 a 5. Essa
capacidade bem sucedida de sobreviver em VP deve-se a sua adaptacdo ao
compartimento lisossomal, portanto demonstrando que estas formas sao
organismos acidofilicos. Esta adaptacédo provavelmente esta ligada a presenca de
bombas de prétons envolvidas na captura e transporte de metabdlitos, estagio
especifico (ANTOINE et al., 1998). Outros mecanismos parecem atuar nos VPs,

provavelmente evitando a resposta imunolégica do hospedeiro, como por



exemplo, reduzindo a expressdo de moléculas de histocompatibilidade principal

(MHC) classe I, na superficie de macrofagos infectados (ANTOINE et al., 1998).
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Ingestio de
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Figura - 1 Ciclo biolégico da Leishmania sp.(adaptado CDC, 2003)

Embora a viruléncia da Leishmania possa ser modulada por fatores
ambientais e genéticos do hospedeiro vertebrado e do inseto vetor, determinantes
moleculares do parasito sdo elementos importantes neste processo (RIBEIRO,
1988; BLACKWELL, 1996; TITUS). Dentre as moléculas envolvidas na patogenia

das leishmanioses estdo: a lipofosfoglicana (LPG) e a glicoproteina gp63 ou



“‘major surface protease” (MSP), as quais apresentam grande quantidade de
residuos de manose em sua estrutura (DESCOTEAUX; TURCO, 2002; LODGE;
DESCOTEAUX, 2005). A MSP é uma zinco-metaloproteinase, que € expressa na
superficie do parasito, de peso molecular de aproximadamente 63 kDa,
encontrada em todas as espécies do género Leishmania conhecidas até hoje,
tanto na forma promastigota como na amastigota. Esta molécula tem como
substrato uma ampla variedade de proteinas incluindo caseina, albumina
hemoglobina e fibrinogénio (BOUVIER et al., 1989; BOUVIER et al., 1990). Além
da atividade proteolitica, a GP63 parece atuar ainda como opsonina para o
componente C3 do complemento do hospedeiro vertebrado, favorecendo assim, o
reconhecimento, a adesdo e fagocitose, via receptores CR1 e CR3
(DESCOTEAUX; TURCO, 2002). Além disso, esta metaloproteinase também tem
sido implicada na ligagao a outros receptores, tais como Mac-1 (van STRIJP et al.,

1993) e fibronectina (BRITTINGHAM et al., 1999).

3.2. Patogenia

A inoculagdo do parasito leva a alteragdes histopatolégicas, que surgem
inicialmente com a internalizardo dos parasitos, por fagécitos. Com o avango da
infeccao os parasitos multiplicam-se dentro de vacuolos, que em seguida rompem-
se, liberando as formas amastigotas, que irdo parasitar novas células. Esse
processo promove hiperplasia histiocitaria, na qual, o processo infeccioso recruta
macrofagos para o local, com formagao de edema e infiltrados celulares, devido

ao aumento da permeabilidade vascular, via mediadores inflamatérios e migragao,
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principalmente, de linfécitos e plasmécitos. Além disso, outra alteracdo muito
encontrada é a hiperqueratose, recobrindo a regido inflamada (REY, 2001).

Clinicamente observa-se a formacdo de pequeno ndédulo ou lesdo de
aspecto impetiginoso, que pode seguir diferentes cursos. As lesdes podem ser do
tipo ndo-ulcerada ou ulcerada, este tipo de lesdo geralmente apresenta-se com as
bordas salientes, limites internos bem definidos e aspecto granuloso. No entanto,
nesta fase os parasitos sdo pouco abundantes (REY, 2001). Nos processos néo
ulcerativos ocorrem espessamento da epiderme, hiperacantose e proliferacao de
papilas dérmicas inflamadas, na qual ocorre crescimento verrucoso ou
papilomatoso da pele, na regido afetada (REY, 2001).

O parasitismo leva a diferentes manifestagdes clinicas, podendo acometer
pele (leishmaniose cutanea), pele e mucosa (leishmaniose mucocutanea) ou
orgaos internos (leishmaniose visceral). A leishmaniose cutédnea caracteriza-se por
lesdes que podem ser do tipo focal, disseminada ou difusa. As lesbes apresentam-
se com aspecto de ulcera, podendo ter borda elevada e fundo granuloso com ou
sem exsudato, em geral, ndo apresentam sensibilidade (REY, 2001). A
leishmaniose mucocutanea caracteriza-se por lesdes tipicas que acometem
geralmente pele e mucosa, podendo apresentar metastase distante da leséo
inicial. Essas lesdes geralmente apresentam poucos parasitos (REY, 2001). A
leishmaniose visceral caracteriza-se por acometimento de 6érgaos internos,
especialmente o bago e figado; onde as alteragdes predominantes sdo formagdes
granulomatosas (REY, 2001). O quadro 1 denota a atual classificagdo das
espécies, géneros, subgéneros e complexos das Leishmania. As diferentes

manifestacdes clinicas estido associadas as diferentes espécies de Leishmania.
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Contudo, nem sempre uma determinada forma de lesdo tem como agente
etiolégico a espécie mais comumente causadora desta. Além disso, as interagcdes
das células infectadas com outros elementos do organismo do hospedeiro estao
fortemente associados as manifestagdes clinicas (CHANG; McGWIRE, 2002).
Antigenos produzidos por células infectadas interagem com o sistema imunolégico
do hospedeiro, levando a modulagao negativa, a qual pode ser responsavel pelas

manifestagdes imunopatolégicas nas leishmanioses (CHANG; McGWIRE, 2002).



Quadro 1. Classificagcao das espécies de Leishmania e suas manifestacdes clinicas.

Espécie Doenca

Subgénero Leishmania
Complexo L. donovani

Leishmania (Leishmania) donovani visceral
Leishmania (Leishmania) infantum visceral
Leishmania (Leishmania) chagasi visceral

Complexo L. aethiopica
Leishmania (Leishmania) aethiopica cutanea difusa
Leishmania (Leishmania) garnhami cutadnea

Complexo L. major
Leishmania (Leishmania) major cutédnea

Complexo L. tropica
Leishmania (Leishmania) tropica cutanealvisceral

Complexo L. mexicana

Leishmania (Leishmania) mexicana cutédnea
Leishmania (Leishmania) amazonensis cutanea/mucosalvisceral
Leishmania (Leishmania) venezuelensis cutanea
Leishmania (Leishmania) pifanoi cuténea

Subgénero Viannia
Complexo L. braziliensis

Leishmania (Viannia) braziliensis cutédnea/mucosa
Leishmania (Viannia) peruviana cutanea
Leishmania (Viannia) colombiensis cutédnea/mucosa

Complexo L. guyanensis
Leishmania (Viannia) guyanensis cutanea
Leishmania (Viannia) panamensis cutanea

Complexo néo especificado

Leishmania (Viannia) naiffi cutanea
Leishmania (Viannia) shawi cuténea
Leishmania (Viannia) lainsoni cutanea

Adaptado de Brasil, 2000; Gontijo et al., 2002; Lainson; Shaw, 1987.

12
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3.3. Tratamento

O antimonial trivalente, tartarico emético, foi o primeiro agente
farmacoldgico utilizado no tratamento da leishmaniose visceral, em 1915 na ltalia
e india. Entre 1920 e 1930 os antimoniais pentavalentes foram introduzidos na
terapéutica da leishmaniose visceral, o que fez decair o periodo de tratamento de
3-4 meses para algumas semanas (MURRAY, 2000). Posteriormente na década
de 1940 surgiram novas formulagdes dos antimoniais pentavalentes, tais como
estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina, os quais continuam em uso
até os dias atuais (MURRAY, 2000; SOTO et al., 2005). Ainda hoje ndo existe
terapia ideal para as leishmanioses, contudo esta classe de farmacos apresenta-
se como a melhor opgéo terapéutica disponivel (HERWALDT, 1999). Apesar de
sua comprovada eficacia, essas drogas apresentam problemas como efeitos
colaterais, longo periodo de terapia, administragdo parenteral e efetividade
dimimuida em alguns casos (DUBE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005). A
ineficacia deste tratamento é observada particularmente na co-infeccao HIV-
Leishmania, onde a eficacia terapéutica diminui durante as recidivas da
leishmaniose (FAURATY-GAMBARELLI et al, 1997; SINHA; PANDEY;
BHATTACHARYA, 2005). A diminuicdo da sensibilidade do parasito a estas
drogas também foi observada em caes infectados por L. (L.) infantum (GRAMICIA;
GRADONI; ORSINI, 1992). Embora os antimoniais pentavalentes sejam
frequentemente usados como primeira linha de tratamento para as leishmanioses,

apresentam varios efeitos adversos (IRAJI; SADEGHINIA, 2005).
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A pentamidina, uma diamidina aromatica, foi inicialmente utilizada no
tratamento de infecgdes por Pneumocystis carinii e, demonstrou ser efetiva na
terapéutica da leishmaniose visceral sendo considerada como droga de segunda
escolha no tratamento das leishmanioses e indicada para os casos nao
responsivos aos antimoniais (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Acredita-se que esse
composto atue no DNA do cinetoplasto inibindo suas fungbes (DONKOR et al.,
2001). Com sua utilizagdo na terapéutica da leishmaniose visceral no final da
década de 1970, altas taxas de cura (acima de 98%) foram obtidas (JHA, 1983).
Com o desenvolvimento de resisténcia a este farmaco, pelos parasitos, na década
de 1980, os indices de cura declinaram (JHA; SINGH; JHA, 1991; THAKUR;
KUMAR; PANDEY, 1991; THAKUR, 1999; ANDERSEN et al., 2005). Contudo, em
alguns paises a pentamidina continua sendo utilizada como unico farmaco ou
associada a outras drogas (BECKER et al.,, 1999). O uso da pentamidina
freqUentemente resulta em efeitos indesejaveis, como: mialgias, desconforto no
local da inje¢cdo e hipotensdo. Assim, devido a sua maior toxicidade, quando
comparada aos antimoniais e ao surgimento de resisténcia, esta droga tem sido
pouco utilizada na leishmaniose visceral (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

Nas ultimas décadas outras drogas tém sido introduzidas no tratamento das
leishmanioses tais como: anfotericina B, paramomicina, alquilfosfocolinas, dentre
outras (CROFT; COOMBS, 2003). A anfotericina B, um antibiético antifungico, é
utiizada freqientemente em infecgdes fungicas sistémicas, que apresenta
atividade contra parasitos do género Leishmania (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).
Este farmaco tem apresentado altas taxas de cura em pacientes infectados por L.

donovani, particularmente, quando administradas em crianga e gestante e nos
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casos de resisténcia do parasito aos antimoniais (THAKUR et al., 1993; SINGH;
SIVAKUMAR, 2004; KAFETZIS et al., 2005). Acredita-se que a anfotericina B atue
ligando-se ao ergosterol da membrana celular de fungos e Leishmania, porém,
nao apresenta afinidade pelo colesterol, da membrana plasmatica de mamiferos
(SINGH; SIVAKUMAR, 2004). No entanto, requer longo periodo de tratamento,
apresenta alta toxicidade, necessitando de monitoramento hospitalar, tornado-a
uma terapia de alto custo (KAFETZIS et al., 2005). Atualmente, a anfotericina B e
suas outras formulagdes, especialmente a anfotericina B lipossomal, sao
consideradas altamente ativas contra a LV (KAFETZIS et al., 2005).

O aluporinol, um analogo da hipoxantina, inibe o catabolismo das purinas
em mamiferos e o anabolismo em patégenos de género Leishmania. Este farmaco
apresenta atividade citotoxica seletiva aos parasitos, devido a incapacidade destes
em sintetizar purinas, necessitando, portanto, de purinas pré-formadas do
hospedeiro para a sua sobrevivéncia (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Embora o
alopurinol seja pouco eficaz como terapia isolada no tratamento da leishmaniose
cutanea (BERMAN, 1997), o aumento da eficacia foi observado, quando utilizado
em combinagdo com outras drogas (VELEZ et al., 1997; KOUTINAS et al., 2001,
PASA et al., 2005;).

A paramomicina, um antibiético aminoglicosideo, é produzido pelo
Streptomyces rimosus, e utilizado em infec¢gdes bacterianas, demonstrou
capacidade de inibir o crescimento de diversos microrganismos, inclusive
protozoarios do género Leishmania (IRAJI; SADEGHINIA, 2005). Esta tem sido
usada no tratamento da leishmaniose visceral em humanos, principalmente na

Africa e Europa (CHUNGE, et al., 1990; SCOTT et al., 1992), e a combinacéo
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paramomicina e estibogluconato de sddio elevou a taxa de cura acima de 82%
(BERMAN, 1997). A atividade da formulacdo hidrofilica de paramomicina foi
avaliada no tratamento topico de infecgdes por L (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis em camundongos BALB/c e demonstrou ser efetiva na cura da leséo,
quando comparada aos antimoniais (GONCALVES et al., 2005).

Os azdis, cetoconazol e o itraconazol, outra classe de antifungicos tém sido
avaliados quanto sua atividade leishmanicida, e tém demonstrado serem efetivos
no tratamento das leishmanioses cutaneas (BAHAMDAN et al., 1997; ALRAJHI et
al., 2002).

As alquilfosfocolinas, que foram inicialmente desenvolvidas para se
utilizarem nos tratamentos de neoplasias, estdao sendo avaliadas na terapéutica
das leishmanioses e administradas por via oral (CROFT; SNOWDON; YARDLEY,
1996; GUPTA; RAMESH; SRIVASTAVA, 2005). Esse grupo de farmacos parece
atuar sobre proteina quinase C, que também esta presente na membrana celular
dos parasitos do género Leishmania (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Outros estudos
realizados in vitro com cepas de L. (L.) donovani também apresentaram resultados
promissores, quanto sua utilizacdo na terapéutica da leishmaniose visceral
(SINGH, 1996; GUPTA; RAMESH; SRIVASTAVA, 2005). Contudo, apresentou
efeito teratogénico, e produziu disturbios gastrintestinais, toxicidade renal e
eventual desenvolvimento de resisténcia, por parte do parasito (SUNDAR, 2001;
SUNDAR et al., 2002; SEIFERT et al., 2003;).

Além das diferentes drogas disponiveis para terapéutica das leishmanioses,
varias pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de se obter medicamentos

mais eficazes e menos toxicos para o paciente. Deste modo, a utilizagdo de
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citocinas como o interferon gama (IFN-y) recombinante em associagdo com o0s
antimoniais aumentou a taxa de eliminacéo do parasito (BADARO, et al., 1994),
porém como monoterapia os resultados mostraram-se pouco efetivos (MURRAY,
1995; BERMAN, 1997; SUNDAR). O fator estimulador de colénia granulécitos
mondcitos (GM-CSF), outra citocina, avaliada como agente terapéutico em
infeccbes experimentais com L. (L.) donovani promoveu melhora no tecido
parasitado (MURRAY et al., 1995). Esta citocina em associacdo com antimoniais
foi capaz de reverter o quadro de leucopenia, reduzindo a susceptibilidade a
infeccbes secundarias (BADARO et al, 1994).

Embora haja varias drogas atualmente disponiveis para o tratamento das
leishmanioses, nenhuma é efetiva na erradicacéo da doenca, seja por limitagdes
do proprio medicamento, seja devido ao custo, toxicidade ou mesmo pela
resisténcia dos parasitos. Sendo assim, varios pesquisadores tém buscado
desenvolver novos compostos que tenham agao sobre o parasito ou potencialize o
perfil de resposta imune efetora do hospedeiro, ja que a infecgao por Leishmania
suprime a sinalizagcao entre linfécitos T e macréfagos (CROFT; COOMBS, 2003).
Além disso, acredita-se que a cura das leishmanioses pela quimioterapia envolva
uma resposta imunoldgica protetora, na qual macréfagos sejam induzidos a
produzirem reativos intermediarios de nitrogénio (RIN) e de oxigénio (RIO) e, seja
efetiva nos mecanismos de sinalizagao de células CD4+. Para que, desse modo,
promova a sintese de citocinas do perfil Th1, e consequentemente a eliminagao
das formas amastigotas do interior das células infectadas (MURRAY et al., 1989;
AREVALO et al.,, 2001). Neste contexto, o presente trabalho avaliou efeito do

imidocarb, um derivado da carbanilida que tradicionalmente é utilizado em
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medicina veterinaria, no tratamento de infec¢des por Ehrlichia sp, Anaplasma sp e
Babesia sp. Entretanto, seu mecanismo de ac¢do ainda nao esta completamente
elucidado (KATAYAMA et al.,, 2003). E do levamisol um farmaco comumente
utilizado como anti-helmintico, que tem apresentado propriedades
imunoestimulantes, propiciando a diferenciacdo de células T e favorecendo o

aumento da hipersensibilidade do tipo tardio (NAYLOR; HADDEN, 2003).



Figura 2. Estrutura quimica das drogas. (A) Levamisol; (B) Imidocarb; (C)
Anfotericina B; (D) Alopurinol; (E) Estibogluconato de sédio; (F) Antimoniato de
meglumine; (G) Cetoconazol; (H) Hexadecilfosfocolina; (I) Paramomicina; (J)

Pentamidina (adaptado, BALANA-FOUCE, et al., 1998; CROFT; COOMBS, 2003).
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Objetivos
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4.0bjetivos

1 - Avaliar o efeito do imidocarb e do levamisol no desenvolvimento das lesdes no
coxim plantar de camundongos BALB/c experimentalmente infectados por L. (L.)

amazonensis.

2 — Determinar, por ELISA, os niveis de IgG anti-L. (L.) amazonensis em amostra
de soro de camundongos BALB/c experimentalmente infectados e tratados com

imidicarb e levamisol.

3 - Avaliar as alteragdes histopatolégicas e morfométricas em fragmentos do baco,
linfonodo popliteo e coxim plantar, dos animais infectados experimentalmente por

L. (L.) amazonensis e tratados com imidocarb e levamisol, por microscopia de luz.

4 - Investigar alteragdes ultraestruturais das células presentes nos fragmentos da
lesdo do coxim plantar dos camundongos infectados experimentalmente por L. (L.)

amazonensis e tratados com imidocarb e levamisol, por microscopia eletronica.
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Materiais e Métodos
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5.Materiais e métodos

5.1.Parasitos e antigenos

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram
cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid LTD, Basingstoke,
Hampshire, UK), suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas,
Brasil), 1% de gentamicina e 1% de L-glutamina (Gibco BRL-Life Technologies,
New York, USA), a 25°C, até atingirem a fase estacionaria. Os parasitos foram
utilizados na infecgéo experimental dos animais ou na obtengéo de antigeno. Para
tanto 10° parasitos foram lavados por centrifugacdo em salina balanceada de
Hanks (HBSS), ressuspensos em 1ml de salina tamponada com Tris (TBS) a
0,02M, pH 7,2 contendo 1,6 mM de fluoreto fenil-metil-sulfonil (PMSF), e mantidos
em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, foram submetidos a 5 ciclos de
congelamento (N2 liquido) e descongelamento (banho-maria, 37°C). O lisado foi
centrifugado a 20.000 x g por 1 hora a 4°C. O sobrenadante colhido, filtrado em
membrana de 0,22 um, teve a concentragao protéica determinada (LOWRY et al.,

1951). O antigeno assim obtido foi estocado a -20°C até o momento do uso.
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5.2.Infeccao experimental e tratamento

Camundongos BALB/c machos, com idade de 8 a 10 semanas foram
distribuidos em 4 grupos de 5 animais cada, os quais foram infectados com 10°
promastigotas viaveis na fase estacionaria de L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), por via subcutadnea, no coxim plantar esquerdo (50 pl/animal).
No grupo I, os camundongos receberam tratamentos apenas com imidocarb (GlI-
IMD). Os animais do grupo Il foram tratados com imidocarb e levamisol (GlI-
IMD+LVS). No grupo lll, os camundongos receberam apenas levamisol (GllI-LVS).
Os animais do grupo IV nao receberam tratamento (GIV-controle). O imidocarb e o
levamisol foram administrados por via subcutanea, nas doses de 34 e 12 mg / kg
de peso, respectivamente, calculados por extrapolacdo alométrica. Os tratamentos
com imidocarb foram realizados com dose diaria do 51" ao 53" dia e repetidos do
65 ao 69 dia pos-infeccdo para os animais dos grupos | e Il. O levamisol foi
administrado uma vez ao dia do 51° ao 53’ dia e repetidos 3 vezes por semana, do
58" ao 114’ dia pos-infeccdo. A evolugido da lesdo foi monitorada semanalmente
pela mensuragao da pata infectada e da contralateral nao infectada com auxilio de

paquimetro e expressa como a diferenca entre as duas medidas.
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5.3.Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Microplacas (Montegrotto Terme, Padova, ltaly), de 96 pogos foram
sensibilizadas com 10 pg/ml (50ul/pogo) de antigeno anteriormente preparado de
L. (L.) amazonensis, em tampao carbonato /bicarbonato 0,06M, pH 9,6. As placas
foram incubadas por 18 horas a 4°C em cadmara umida e, em seguida lavadas com
salina tamponada com fosfatos (PBS a 0,15M, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween-
20 (PBS-T). As amostras de soros de camundongos (GI-IMD, GII-IMD+LVS, Glll-
LVS e GIV-controle e animais nao infectados) foram adicionadas (50ul/pogo, em
duplicata) na diluicdo 1:1000 em PBS-T contendo 5% de leite desnatado (PBS-
TM). Apés incubagao por 45 minutos a 37°C, as placas foram novamente lavadas
e 0 conjugado imunoenzimatico (IgG de cabra anti-lgG murina ligado a
peroxidase, Sigma Chemical CO. St. Louis, MO, USA) diluido 1:1000 em PBS-TM
foi adicionado (50ul/pogo) e posteriormente incubadas por 45 minutos a 37°C. Em
seguida, as placas foram lavadas novamente e o substrato enzimatico (peridrol em
tampao citrato de sédio/acido citrico, pH 5, contendo orto-fenilenodiamina) (OPD)
adicionado (50ul/pogo). Apds o desenvolvimento da cor por 15 minutos, a reagao
foi interrompida com H,SO4 2N e a leitura efetuada em leitor de microplaca a
492nm. Os resultados foram expressos por indice ELISA (IE) calculado pela
férmula IE = (S - B)/(N - B), onde S é a média dos valores da densidade éptica em
cada amostra, B a média dos valores da densidade 6ptica do branco e N, a média
dos valores de densidade éptica dos controles negativos (soros de camundongos

BALB/c nao infectados por Leishmania).
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5.4.Analises histopatologica e morfométrica

No 121° dia pés-infeccdo por L (L.) amazonensis e tratamento com
imidocarb e/ou levamisol, os animais foram sacrificados conforme os principios
éticos em pesquisa animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.
Fragmentos do coxim plantar, baco e linfonodo popliteo foram removidos, fixados
em solucdo de formalina a 10% e em seguida desidratados em concentragdes
crescentes de alcool (50, 75, 85 e 100%). Apds a desidratagéo os tecidos foram
embebidos e incluidos em parafina e seccionados em micrétomo (Leica
Instruments Gmbh, Nussloch, Alemanha). Cortes de 7 ym de espessura, foram
posteriormente corados em hematoxilina e eosina e analisados por microscopia de
luz. Foram analisados os parametros, area de vacuolo dos macréfagos
parasitados, numero de megacariécitos no bago, presencga de parasitos em células
esplénicas, carga parasitaria e alteragbes histopatologicas. As imagens foram
capturadas por camera Olympus 200 acoplada ao microscopio BX 40 (Olympus
Optical Co Ltda, Japan) e analisadas utilizando o software HLImage++97 (Western
Vision Software, USA) em objetivas de 10, 40 e 100X. A andlise da area de
vacuolos foi realizada em macréfagos do coxim plantar de camundongos
infectados, sendo avaliadas 250 células de cada grupo. O numero de
megacariécitos foi avaliado no bagco dos animais infectados e nao infectados,
sendo analisados 50 campos por grupo, em objetiva de 10X. A avaliagao da carga

parasitaria foi determinada no coxim plantar dos animais infectados, nos quais
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foram analisados 30 campos por grupo, em objetiva de 100X. As alteracbes

histopatolégicas nos tecidos foram analisadas nas objetivas de 10, 40 e 100X.

5.5.Microscopia eletronica

Para a analise ultraestrutural dos tipos celulares e dos parasitos,
fragmentos da lesdo foram pré-fixados em glutaraldeido a 1,5% dissolvido em
tampao cacodilato a 0,1 M (pH 7,2), 8°C por 7 dias. Posteriormente, foram fixados
no mesmo tampao acrescidos de OsO4 a 1%, e desidratados em concentragdes
crescentes de alcool etilico (50% a 100%) e, por ultimo em 6xido de propileno. Em
seguida, os fragmentos das lesdes foram incluido em resina Epon (Fluka, Suiga),
seccionados (0,5 um de espessura) e corados em azul de toluidina a 1%. Os
cortes ultrafinos foram depositados em telas de cobre de 250 “mesh’,
contracorados em acetato de uranila (Merck, Darmstadt, Alemanha) e citrato de
chumbo (Merck, Darmstadt, Alemanha) e fotografados em microscépio eletrénico

de transmissao EM 109, (Zeiss, Alemanha).

5.6.Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados por comparagao entre grupos, utilizando
o teste t de Student. Foram considerados estatisticamente significantes para
valores de p<0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software

GraphPad Prism 4 for Windows (GraphPad Software, Inc.).
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6.Resultados

6.1.Efeito do imidocarb e levamisol no curso da infecgcéao

A evolucdo da lesdo no coxim plantar dos animais infectados por L (L.)
amazonensis foi avaliada até a 10° semana apds o inicio do tratamento. Os
resultados apresentados na Figura 3 mostraram que houve progressao da lesao
nos animais de todos os grupos. No entanto, foi observado menor aumento da
lesdo no grupo de animais tratados com imidocarb (GI-IMD), no 65° dia poés-
infeccdo e, nos animais do grupo tratados com imidocarb e levamisol (GlI-
IMD+LVS), no 86° e no 100° dias pds-infecgdo, em comparagao ao grupo controle
(GIV-controle) (Fig. 3; p<0,05). Observou-se ainda, que o levamisol pareceu
potencializar o efeito do imidocarb até a 8% semana apds o inicio do tratamento
nos animais do grupo GII-IMD+LVS, devido a menor evolugdo da lesdo nesse
periodo (Fig 3). Além disso, foi observado que o tratamento com levamisol (GllI-
LVS) alterou o aspecto das lesdes, as quais tendiam a cicatrizagdo, mais evidente
no periodo de 24 a 48 horas apds o tratamento em cada semana (dados né&o

mostrados).
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Figura 3: Evolucéo da lesdo no coxim plantar dos camundongos infectados.
GI-IMD, tratamento com Imidocarb; GIlI-IMD+LVS, tratamento com imidocarb e
levamisol; GlII-LVS, tratamento com levamisol; GIV-controle, sem tratamento. Os
resultados expressam a média e o desvio padrao do tamanho da lesao avaliado

no periodo de 10 semanas apés o inicio do tratamento. * p<0,05 e ** p<0,01.
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6.2. Niveis de IgG anti-L. (L.) amazonensis

Os niveis séricos de anticorpos produzidos pelos camundongos infectados
por L (L.) amazonensis e tratados com imidocarb (GI-IMD), imidocarb e levamisol
(Gll-IMD+LVS), apenas levamisol (GIII-LVS) e sem tratamento (GIV-controle)
foram avaliados por ELISA. Houve deteccdo de altos niveis de anticorpos
especificos em todos os animais infectados (Fig 4). No entanto, os valores do
indice ELISA (IE) obtidos para IgG anti-L. amazonensis mostraram que os animais
do grupo GI-IMD produziram menores niveis de anticorpo, quando comparados
aos grupos GlI-IMD+LVS (p<0,05), GllI-LVS (p<0,01) e GIV-controle, com redugao
de 34,45%, (p<0,02). Foi observado ainda, que os animais dos grupos submetidos
ao tratamento apenas com levamisol (GlI-LVS) tenderam a apresentar niveis

maiores de IgG anti-L. (L.) amazonensis (Fig 4).



32

p=0,0232
|
p=0,001
60 |
m 0=0,0227
~ 504 —
2 o
@ _
S 40
(@)
o
S 304
©
4 20
g
(D 10_
e
0
GI-IMD GlI-IMD+LVS GllI-LVS GlV-controle

Figura 4: Niveis de IgG anti- L. (L.) amazonensis em amostras de soros de
camundongos infectados e tratados, no 121° dia poés-infecgdo. GI-IMD,
camundongos infectados e tratados com Imidocarb; GlI-IMD+LVS, camundongos
infectados e imidocarb e levamisol; GllI-LVS, camundongos infectados e tratados
com levamisol; GIV-controle, camundongos infectados e nao tratados. Os
resultados expressam a média e o desvio padrao do indice ELISA (IE); p niveis de

significancia.
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6.3.Carga parasitéaria

A avaliagdo da carga parasitaria no coxim plantar dos animais
experimentalmente infectados foi realizada pela contagem de amastigotas
presentes no interior de macréfagos. As imagens foram capturadas com auxilio de
camera acoplada ao microscépio, e posteriormente analisadas, com o auxilio do
programa HLImage 97++, perfazendo 30 campos por grupo, com area total de
97050 um?. A analise das imagens capturadas revelou que o grupo de animais
tratados com imidocarb (GI-IMD) e imidorcarb e lavamisol (GlI-IMD+LVS) (Fig. 5)
apresentaram carga parasitaria estatisticamente menor (p<0,01) que os grupos de
animais tratados apenas com levamisol (GllI-LVS) e sem tratamentos (GIV-

controle).



Parasitos por campo
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Figura 5: Carga parasitaria no coxim plantar dos camundongos BALB/c
infectados por L (L.) amazonensis tratados. GI-IMD, camundongos infectados e
tratados com Imidocarb; GII-IMD+LVS, camundongos infectados e imidocarb e
levamisol; GllI-LVS, camundongos infectados e tratados com levamisol; GIV-
controle, camundongos infectados e nao tratados Os resultados expressam a
média e o desvio padrao do numero de parasitos por campo no interior dos

macrofagos infectados. p niveis de significancia.
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6.4.Andlise histopatoldgica

A microscopia de luz mostrou que no 121°dia pés-infeccdo os
camundongos de todos os grupos apresentaram alteragdes histopatologicas, em
intensidade variada (Fig 6A-6F). As células da epiderme do coxim plantar dos
animais infectados n&o demonstraram estar parasitadas. Entretanto houve
aumento na producdo de pigmento das células na lamina basal de epiderme e
espessamento da queratina recobrindo este estrato epidérmico (hiperqueratose)
(Fig. 6A). As principais alteragdes foram encontradas na derme e na hipoderme, a
analise histopatolégica nos camundongos infectados revelou a presenca de
alteragdes tipicas de um processo inflamatério crénico granulomatoso (reagéo
inflamatodria, reacédo reparatoria e reagdo degenerativa), tanto no local da leséo
como no linfonodo popliteo adjacente (Fig. 6A-6E). Os principais achados foram:
hiperplasia e hipertrofia das células presentes na derme, especialmente histiocitos
e fibroblastos; areas focais de necrose na pele, linfonodo e tecido &sseo;
infiltrados celulares compostos de linfécitos, plasmécitos e neutréfilos e eosindfilos
(Fig. 6A); grande numero de histiocitos infectados, com parasitismo variavel (Fig.
6A-6E). Os histiécitos nas areas infectadas apresentaram-se turgidos, com
presenca de grandes vacuolos; citoplasma e nucleo deslocados para a periferia
das células (Fig. 6A-6E). Também foi observada a presenca de células gigantes
do tipo Langhans nos linfonodos, caracterizando assim lesées com alto nivel de

renovacgao celular (Fig. 6C).



Figura 6: Fotomicrografias de 6rgdos dos camundongos infectados por L(L.)
amazonensis e tratados. (A) Pele, grupo de animais nao tratados (GIV-controle);
alto parasitismo, presenca de infiltrado linfocitario e neutrofilico e de grandes
vacuolos nos macrofagos (objetiva de 40X). (B) Pele, grupo de animais tratados
com imidocarb e levamisol (GlI-IMD+LVS); intenso parasitismo, presenca de areas
de necrose e de infiltrado inflamatorio, e grandes vacuolos nos macrofagos
(objetiva de 40X). (C) Linfonodo, grupo de animais tratados com levamisol (GllI-
LVS); célula gigante (seta) (objetiva de 40X). (D) Linfonodo, grupo de animais
tratados com imidocarb (GI-IMD); acumulo linfatico e macrofagos com intenso
parasitismo (seta) (objetiva de 40X). (E) Linfonodo, grupo de animais sem
tratamento (GIV-controle); seta - intenso parasitismo (objetiva de 100X). (F) Baco,
grupo de animais tratados com levamisol (GllI-LVS), presenca de grande namero

de megacariocitos (seta) (hematopoese extramedular) (objetiva de 20X).
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6.5.Area de vacuolo dos macréfagos infectados

Para a avaliacdo morfométrica da area de vacuolo dos macréfagos dos
camundongos infectados com e sem tratamentos, imagens dos tecidos do coxim
plantar foram capturadas e analisadas utilizando-se o software HLImage 97++(Fig.
7A). Foi observado que a éarea de vacuolo dos macréfagos infectados dos
camundongos do grupo tratado com imidocarb (GI-IMD) estavam
significativamente menores (Fig. 7B) que os animais dos grupos tratados com
imidocarb e levamisol (GII-IMD+LVS; p<0,005), tratados com levamisol somente

(GIII-LVS; p<0,05) e nao tratados (GIV-controle, com reducéo de 3,75%; p<0,01).
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Figura 7: Area dos vacuolos parasitoforos de macrofagos. (A) Determinag&o
da area dos vacuolos parasitéforos dos macrofagos no coxim plantar de
camundongos infectados por L. (L.) amazonensis com e sem tratamentos, no 121°
dia pos-infeccdo, pela utilizacdo do software HLImage++97. (B) Média e desvio
padrdo do log da area de vacuolos parasitéforos dos macréfagos do coxim plantar
infectado. GI-IMD, camundongos infectados e tratados com Imidocarb; GllI-
IMD+LVS, camundongos infectados e imidocarb e levamisol; GIII-LVS,
camundongos infectados e tratados com levamisol; GlV-controle. p niveis de

significancia.
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6.6.Contagem de megacariocitos no baco

Para avaliacdo morfométrica dos megacariécitos no baco de camundongos
ndo infectados e infectados por L (L.) amazonensis com e sem tratamento,
imagens de tecido esplénico foram capturadas e analisadas utilizando-se o
software HLImage 97++. Nos bacos dos camundongos infectados foi observado
expressivo numero de megacariocitos (hematopoese extramedular; 6F). Nos
bacos dos animais dos grupos tratados com imidocarb e levamisol (GlI-IMD+LVS),
com levamisol apenas (GllI-LVS) e sem tratamento (GIV-controle) houve aumento
significante do niamero de megacariocitos (Fig. 8; p<0,01) em comparagdo aos
bacos do grupo de animais infectados e tratados com imidocarb (GI-IMD). A
reducdo do numero de megacariocitos do GI-IMD foi 63,19% em comparacao ao

grupo GlV-controle (Fig. 8; p<0,003).
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Figura 8: Média e desvio padrdao do numero de megacariécitos no baco de
camundongos BALB/c nao infectados ou infectados por L (L.) amazonensis,
com e sem tratamentos. Normal, camundongos néo infectados e nao tratados;
GI-IMD, camundongos infectados e tratados com imidocarb; GII-IMD+LVS,
tratados com imidocarb e levamisol; GllI-LVS; tratados com levamisol somente;

GIV-controle sem tratamento. p nivel de significancia.
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6.7.Microscopia Eletronica

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo revelaram
intenso parasitismo na lesdo, principalmente em macréfagos, eosinéfilos e
neutréfilos (Figs. 9A e 9B). Os macréfagos foram os tipos celulares
predominantes, 0s quais apresentaram vacuolos fagolisossomais em diferentes
graus de desenvolvimento (Fig. 9A). Nos vacuolos parasitéforos foi observada a
presenca de material eletrodenso e debris (9A), além de numero variavel de
amastigota, geralmente ancoradas ou proximas a membrana do vacuolo
fagolisossomal (Fig. 10A e 10B ). Os parasitos intracelulares mostraram grande
variacdo, quanto ao grau de degeneracéo (11A e 11B), podendo ser encontrado:
danos na membrana celular do parasito, presenca de vacuolos nas amastigotas e
debris (Fig. 11B). Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca significativas nas
ultraestruturas dos parasitos e tipos celulares presentes nas lesées dos animais,

submetidos aos diferentes tratamentos.



Figura 9: Eletromicrografias de células parasitadas do coxim plantar dos
camundongos infectados por L(L.) amazonensis. (A) Macrofagos infectados e
namero variavel de parasitos dentro dos vacuolos parasitéforos, que estdo em
diferentes fases de desenvolvimento, grupo de animais tratados com imidocarb
(GI-IMD) (aumento 7140X). (B) Presenca de eosinofilos na lesédo, grupo de

animais tratados com imidocarb (GI-IMD) (aumento 4430X).
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Figura 10. Eletromicrografias de células parasitadas do coxim plantar dos
camundongos infectados por L(L.) amazonensis. (A) Amastigotas ancoradas
no vacuolo fagolisossomal; grupo dos animais sem tratamento (GIV-controle)
(aumento de 32000X). (B) Detalhe de A. Presenca de dupla membrana no contato

parasito-membrana do vacuolo fagolisossomal (seta) (aumento 90100X).
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Figura 11. Eletromicrografias de células parasitadas do coxim plantar dos
camundongos infectados por L(L.) amazonensis. (A) Amastigota parasitando
célula, grupo de animais tratados com imidocarb e levamisol (GlI-IMD+LVS).
Nucleo (n), pocket flagelar (pf), mitocéndria (m), cinetoplasto (c), espaco entre as
membranas do parasito e do vacuolo parasitoforo (aumento de 23600X). (B)
Amastigotas degeneradas, grupo de animais tratados com imidocarb e levamisol

(GII-IMD+LVS) (seta) (aumento 23600X).
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7. Discussao

Os efeitos adversos provenientes do uso dos compostos atualmente
disponiveis para o tratamento das leishmanioses tém motivado a busca por novos
agentes terapéuticos (CROFT; COOMBS, 2003; GUPTA; RAMESH,;
SRIVASTAVA, 2005; OLLIARO; LAZDINS; GUHL, 2002; RAYCHAUDHURY et al.,
2005). O presente estudo descreve os efeitos do imidocarb e do levamisol no
tratamento da infeccdo experimental em camundongos BALB/c por Leishmania
(Leishmania) amazonensis.

O imidocarb, uma droga que apresenta semelhanca estrutural com as
diamidinas catibnicas (NATHAN et al.,, 1979). A pentamidina, outra diamidina
catidnica, compete com as poliaminas, moléculas policatidnicas, pela ligacdo com
a dupla hélice do sulco menor de DNA, especialmente, em sitios ricos em adenina
e timina (MOORE et al., 1996). As poliaminas sdo vitais para a proliferacéo e
diferenciacdo celular e estdo presentes em todos eucariotos (BASSELIN et al.,
1997; TETI; VISALLI; McNAIR, 2002). Com base nas semelhancas estruturais
entre o imidocarb e a pentamidina, bem como sua afinidade por moléculas
intracelulares, como o DNA, é sugestivo que os mecanismos de acdo destas
substancias também sejam semelhantes. Assim, neste trabalho os dados obtidos
dos animais infectados e tratados com imidocarb, como: menores niveis de 1gG
anti- L. (L.) amazonensis (reducdo de 34,45%), menor area vacuolar nos

macrofagos infectados (reducéo de 3,75%), nimero menor de megacariocitos nos
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bacos dos animais infectados (reducdo de 63,19%) e menor carga parasitaria
(30,2%), em relacdo ao grupo de animais infectados e sem tratamentos, podem
ser explicados. JA4 que as poliaminas parecem ser importantes tanto na
multiplicacdo das formas amastigotas, como nas vias de sinalizacdo, modulacéo
do sistema imunologico do hospedeiro, na regulacdo de atividades celulares
envolvendo a replicacdo do DNA, expressdo génica (TABOR; TABOR, 1984;
KROPF, et al., 2005).

Em contraste com o tratamento por imidocarb (GI-IMD), o levamisol (GllI-
LVS) ndo apresentou baixos niveis de IgG anti- L. (L.) amazonensis, em
comparacao com o grupo GlV-controle. Esses dados podem estar relacionados ao
fato de que camundongos BALB/c sdo altamente susceptiveis e respondem a
infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis com producéo de altos niveis de 1gG
especifica (OLIVEIRA et al., 2004). Além disso, os camundongos do grupo GlI-
IMD+LVS produziram niveis de anticorpos anti - L. (L.) amazonensis mais
elevados que os do grupo GI-IMD, sugerindo que o levamisol potencializou a
producdo desta imunoglobulina, mesmo quando utilizado conjuntamente com o
imidocarb, devido sua atividade imunoestimulante. Estes dados estdo em acordo
como os experimentos de Jin et al., (2003) que observaram aumento nos niveis de
IgG utilizando o levamisol como adjuvante. Além disso, Miles et al. (2005),
avaliando o efeito da IgG anti-Leishmania exdgena em camundongos deficientes
para IgG, observaram a exacerbacao das lesdes, demonstrando assim que altos
niveis de IgG anti-Leishmania, além de n&o promoverem protecdo contra o
patogeno, exercem efeito deletério na infeccdo por L. (L.) amazonensis. Estes

dados corroboram os achados no presente trabalho, em que os animais do grupo
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GI-IMD apresentaram menores niveis de IgG especificas, entretanto o0s
camundongos do grupo GII-IMD+LVS apresentaram altos niveis de I1gG anti-L. (L.)
amazonensis, sugerindo a participacao de outros fatores na patologia da infeccéo
por Leishmania. Adicionalmente, nos animais tratados com levamisol, observou-se
melhora transitoria no aspecto clinico da lesédo, sugerindo que este farmaco atue
na ativacdo dos macréfagos dos camundongos BALB/c, nos quais a resposta
deste tipo celular € polarizada para o perfil M2, que esta relacionado com o
processo de reparo e remodelagem tecidual (MANTOVANI et al., 2002).

As alteracOes histopatolégicas foram observadas nos tecidos de todos os
animais analisados, sendo menos evidentes no grupo de camundongos tratados
com imidocarb que nos animais tratados com levamisol. Estes dados estdo de
acordo com os achados de Grimaldi et al. (1980), no qual o levamisol nao foi
capaz de alterar o curso da doenca, bem como as caracteristicas histopatologicas
das lesdes de camundongos infectados experimentalmente por L. (L.) mexicana,
iniciando o tratamento 3 meses apoés a infeccao. Por outro lado, Rezai et al. (1988)
utilizando o levamisol no tratamento de camundongos e cobaios, 3 horas antes da
infeccdo dos animais por L. (L.) major, observaram melhora no aspecto da leséo e
alteracbes nos parametros hematologicos, em relacdo ao grupo controle. Estas
divergéncias entre os dados aqui discutidos sugerem que a susceptibilidade do
hospedeiro e 0 momento de iniciar o tratamento sdo fatores determinantes na
resolucéo da infeccao.

A presenca de vacuolos menores nos macrofagos dos animais do grupo Gl-
IMD sugere que houve inibicdo parcial na multiplicacdo do parasito ou ainda que o

imidocarb interferiu na ativacdo dos macrofagos, por vias que ainda ndo estédo
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bem elucidadas. No grupo GII-IMD+LVS, o levamisol mostrou influenciar no
tamanho da area de vacuolo de macrofagos, mesmo que os camundongos deste
grupo tenham recebido o imidocarb, o que denota o efeito imunoestimulante do
levamisol, ja que macrofagos ativados apresentam-se espraiados, maiores
atividade celular e dos fagolisossomos. De acordo com Antoine et al. (1998),
macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana apresentaram
vacuolos maiores do que outras espécies de Leishmania. No entanto, a
importancia do tamanho desta organela para a sobrevivéncia do parasito, bem
como das interacdes parasito-vacuolo parasitéforo, ainda ndo esta elucidada.

O menor numero de megacariocitos no baco dos animais tratados apenas
com imidocarb, sugere que esta droga exerceu efeito sobre o parasitismo ou na
multiplicacdo dos megacariécitos no baco (hematopoese extramedular). A
hematopoese extramedular parece ser um evento induzido pela infeccdo e
necessaria para a multiplicacdo do parasito (ABREU-SILVA et al., 2004). Em
infeccdo experimental murina por Schistosoma mansoni, Lenzi et al. (1995)
também observaram hematopoese extramedular em animais infectados, sugerindo
que o parasitismo induz o recrutamento de células hematopoéticas. Contudo, 0s
camundongos tratados apenas com imidocarb, apresentaram lesées com
caracteristicas ulcerativas no coxim plantar, enquanto os animais que receberam
imidocarb e levamisol ndo exibiram Ulceras no coxim plantar infectado, sugerindo
gue o aumento do numero de megacariocitos esteja relacionado ndo somente com
o0 requerimento de novas células necessarias, devido ao parasitismo, como
também, seja um fator importante no controle da patologia das lesGes acarretadas

pela infeccao.
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Neste estudo, os dados que pareceram influenciar de modo mais
determinante a evolucao da lesdo no coxim plantar (no 121°dia p6s-infec¢éo) foi o
parasitismo das células presentes no local da infeccdo. A andlise semanal do
tamanho da lesdo e a quantificacdo do parasitismo no coxim plantar dos animais
que receberam imidocarb (GI-IMD e GII-IMD+LVS) mostraram valores
compativeis, o que denota a atividade do imidocarb limitando a multiplicacdo do
parasito. Entretanto, a pequena diferenca entre a evolucao das lesdes, no coxim
plantar dos camundongos infectados, sugere que fatores como: dose do agente
infectante, susceptibilidade do hospedeiro, inicio do tratamento, esquema
terapéutico adotado (dosagem e numero de tratamentos) e via de inoculag¢ado, sao
de fundamental importancia no desfecho da infeccdo. Assim, a aparente
homogeneidade no tamanho das lesdes entre os diferentes grupos nado indica
insucesso do imidocarb como droga a ser utilizada na terapéutica das
leishmanioses. Os parametros avaliados: menores niveis especificos de
imunoglobulina, parasitismo e area de vacuolos dos macrofagos infectados
sugerem a utilizacdo do imidocarb como droga em potencial no tratamento da

leishmaniose tegumentar.
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Conclusoes
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8. Conclusodes

1 - O imidocarb modificou os aspectos histopatolégicos e morfométricos nos
camundongos BALB/c infectados experimentalmente por Leishmania (L.)

amazonensis.

2 - Os niveis especificos de imunoglobulina, parasitismo e area de vacuolos dos
macrofagos infectados validam a utilizacdo do imidocarb como droga em potencial

no tratamento da leishmaniose tegumentar.

3 - O levamisol quando utilizado isoladamente foi capaz de promover estimulagcéao
do sistema imunoldgico, caracterizada pelo aumento nos niveis de IgG anti-L (L.)
amazonensis no soro dos animais tratados com melhora transitéria no aspecto das

lesbes dos camundongos.
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