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SILVA, SUELEN SANTOS. Atividade Leishmanicida e Imunomoduladora da
Prépolis Brasileira. 2012. 60p. Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental)
— Universidade Estadual de Londrina

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana é considerada uma doencga polimorfica que
afeta a pele e mucosas e podem se manifestar clinicamente por formas cutanea
localizada, cutdnea difusa ou mucocutaneas. A aparéncia clinica e evolugado da
doenga, sdo dependentes das espécies de Leishmania e da resposta imunologica
desenvolvida pelo hospedeiro. Isto pode ser demonstrado por estudos que
descrevem os mecanismos da resposta imune e relataram que camundongos de
linhagens diferentes podem ou ndo apresentar a doengca apdés a infecgao
experimental. Estudos com L. major em camundongos indicam que linhagens
geneticamente resistentes desenvolvem uma resposta dominada por fenétipo CD4 +
(Th1), caracterizadas pela secre¢cdo de IFN-y e TNF-a enquanto que em linhagens
susceptiveis a resposta dominante era fenétipo (Th2), caracterizada por secregao de
citocinas IL -4, IL-5 e IL-13. Os antimoniais pentavalentes s&o as drogas de primeira
escolha no tratamento desta doencga, no entanto, apresentam alta toxicidade,
tratamento prolongado e nem sempre eficaz. Estudos tém demonstrado que a
propolis, material resinoso produzido por abelhas, tem atividade imunomoduladora e
antiparasitaria. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
extrato hidroalcodlico de propolis na leishmaniose experimental in vitro e in vivo. A
amostra de propolis utilizada pode interferir na proliferacdo e morfologia de formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis tratados em concentragdes de propolis variando
de 5 a 100 pg/mL. Macréfagos peritoneais de BALB/c tratados com 5 e 10ug/mL
prépolis teve um maior numero de amastigotas internalizados. Além disso, o pré-
tratamento reduziu em 82% e 94,4%, o numero de formas promastigotas
recuperados a partir de células infectadas e pré-tratadas com 5 e 10ug/mL
respectivamente. Os animais pré-tratados in vivo com 10mg/kg de propolis e
infectados com L. (V.) braziliensis, ndo apresentaram diferenga na produgao de IL-
12, no entanto apresentaram um aumento da produgdo de TNF-a. Os nossos
resultados mostraram que o extrato de prépolis coletada em Botucatu/SP reduz a
proliferagdo de promastigotas de L. (V.) braziliensis e apresenta agao
imunomoduladora estimulando a produgédo de TNF-a por macrofagos.

Palavras chave: Leishmaniose Tegumentar Americana. Prépolis. Leishmania (V)
braziliensis.



SILVA, SUELEN SANTOS. Leishmanicidal and immunomodulating activity of
brazilian propolis. 2012. 60p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina

ABSTRACT

The Cutaneous leishmaniasis is considered a polymorphic disease that affects the
skin and mucous and may manifest clinically by forms: localized cutaneous, diffuse
cutaneous or mucocutaneous. The clinical appearance and evolution of the disease
are dependent upon the species of Leishmania and the immune response developed
by the host. This can be demonstrated by studies describing the mechanisms of
immune response and found that mice of different strains may or may not have the
disease after experimental infection. Studies with L. major indicate that in mice
genetically resistant, developed a response dominated by phenotype CD4 + (Th1),
characterized by the secretion of IFN-y while in susceptible mice the dominant
response was phenotype (Th2) characterized by secretion of cytokines IL-4, IL-5 and
IL-13. The pentavalent antimonials are the drugs of first choice in the treatment of
this disease, which have high toxicity, prolonged treatment and not always effective.
Studies have shown that propolis, the resinous material produced by bees, has
immunomodulatory and antiparasitic activity. This study aimed to evaluate the effect
of hydroalcoholic extract of propolis in experimental leishmaniasis in vitro and in vivo.
The propolis sample used can interfere with proliferation and morphology of
promastigotes form L. (V.) braziliensis treated with propolis in concentrations ranging
from 5 to 100 pg/mL. Peritoneal macrophages from BALB/c treated with 5 and
10ug/mL propolis had the highest number of amastigotes internalized. Furthermore,
the pretreatment reduced by 82% and 94.4% the number of promastigotes recovered
from infected cells and pretreated with 5 and 10ug/mL respectively. Animals
pretreated in vivo with 10mg/kg of propolis and infected with L. (V.) braziliensis, not
present difference in IL-12 production, but can observe an increased of TNF-a
production. Our results showed that the extract of green propolis collected in
Botucatu/SP reduces the proliferation of L. (V.) braziliensis promastigotes and
presented immunomodulatory action, increasing the production of TNF-a by
macrophages.

Keywords: American tegumentar Leishmaniasis. Propolis. Leishmania (V.)
braziliensis.



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

BALB/c Linhagem de Camundongos isogénicos

Células Th1 Células T helper tipo 1

Células Th2 Células T helper tipo 2

C57BL/6 Linhagem de Camundongos isogénicos
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CR Receptor de Complemento

Gp63 Glicoproteina de 63 Kda expressa na superficie de promastigotas

e amastigotas

GPI Glicosilfosfatidilinositol
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IL Interleucina
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IL-8 Interleucina 8

INF-y Interferon gama

L. Leishmania

LMC Leishmaniose Mucocutanea
LPG Lipofosfoglicano

LT Leishmaniose Tegumentar
LTA Leishmaniose Tegumentar Americana
LV Leishmaniose Visceral

L.(V.) braziliensis Leishmania (Viannia) braziliensis

MAC Complexo de ataque a membrana

MTT “3-[4,5-dimethylthiazol-2]-2,5-diphenyltetrazolium bromide”
NK Célula Natural Killer

NO Oxido nitrico

OMS Organizagao Mundial da Saude

PAMPs Padrdes moleculares associados a patégenos

PBMC Células mononucleares de sangue periférico

TRLs Receptores tipo toll

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

WHO Organizagao Mundial da Saude
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1 INTRODUCAO

1.1 Agente Etiologico e Ciclo Biologico

Os agentes etioldgicos das Leishmanioses sao protozoarios da
familia Tripanosomatidae, género Leishmania, que por muito tempo tiveram a sua
identificacdo e classificacdo taxondmica baseadas nos aspectos clinicos
apresentados pela doenca. Com o tempo foram levados também em consideragao
parametros epidemioldgicos, biolégicos e distribuicdo geografica, sendo necessaria
a criacao de subespécies e subgéneros (MICHALICK, 2005).

Segundo Lainson e Shaw (1987) as principais espécies de
Leishmania causadoras de Leishmaniose nas Américas (Novo Mundo) séao
classificadas em dois subgéneros: Viannia e Leishmania. O subgénero Viannia
compreende nove espécies, dentre estas as encontradas parasitando o homem no
Brasil: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
shawi, Leishmania (Viannia) linderbeg. Ja o subgénero Leishmania compreende
onze espécies, sendo que destas, as encontradas parasitando o homem no Brasil
sdo: Leishmania (Leishmania) chagasi, Leishmania (Leishmania) mexicana,
Leishmania (Leishmania) amazonensis (LAINSON, SHAW, 1987; BADARO et al.,
1986; MICHALICK, 2005).

Vale ressaltar que as espécies responsaveis pela forma cutanea
(LC) e mucocutanea (LMC) sao: L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L.
lansoni, L. shawii, L. naiffi enquanto que a espécie L. chagasi € responsavel pela
forma visceral (LAINSON, SHAW, 1987).

Os parasitas do género Leishmania apresentam em seu ciclo de vida
duas formas principais: as formas promastigota apresentam corpo alongado,
medindo entre 10 a 20 ym e flagelo livre, é encontrada no trato digestivo do
mosquito vetor, e a forma amastigota presente nas células fagociticas do hospedeiro
€ ovoide, medindo 1,5-3,3 X 3,0-6,5 ym, nao ha flagelo livre (MICHALICK, 2005).

Em relacdo aos constituintes da membrana, os parasitos sao
revestidos por um denso glicocalix, constituido em grande parte por moléculas

ligadas por uma ancora de dlicosilfosfatidilinositol (GPl). Essas moléculas
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apresentam proteinas como a protease de superficie gp63 e proteofosfoglicanos
(PPGs). O constituinte mais abundante é um fosfoglicano que se encontra ligado em
GPI denominado lipofosfoglicano (LPG) (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

Em relagdo aos vetores, estes sdo insetos dipteros pertencentes a
familia Psychodidae, hematéfagos classificados no géneros Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com vasta distribuicdo nos climas quentes e
temperados. No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) s&o: Lutzomyia flaviscutellata, L.
whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei (BRASIL, 2007;
AZEVEDO et al., 1990). Os flebotomineos ao se alimentarem do sangue de
mamifero infectado, ingerem macréfagos contendo formas amastigotas. Durante a
digestdo do sangue, estas formas iniciam sua diferenciacdo para a forma
promastigota prociclica, onde prendem-se ao epitélio intestinal do inseto, sofrem
metaciclogénese, convertendo-se nas formas promastigotas metaciclicas, que sao
formas incapazes de se dividirem, porém infectantes. Estas formas migram para o
aparelho bucal do inseto, e no momento do repasto sanguineo o inseto inocula estas
formas no hospedeiro mamifero (DESCOTEAUX, TURCO, 1999).

As formas infectantes ao serem internalizadas pelo macréfago
diferenciam-se em amastigotas, formas capazes de se desenvolver e se multiplicar
no vacuolo parasitéforo completando assim o ciclo de vida do parasita (AWASTHI,
MATHUR; SAHA, 2004).

1.2 As Leishmanioses

As leishmanioses sao doencgas infecto-parasitarias que acometem o
homem, a doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, sendo duas as
principais: leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar onde o aspecto clinico e
a evolugcdo da doenca € dependente da espécie de Leishmania envolvida e da
resposta imunoldgica do hospedeiro (GONTIJO; CARVALHO, 2003; WHO, 2011).

Considerada um importante problema de saude publica no mundo,
pois possui incidéncia anual de dois milhdes de casos das diferentes formas clinicas,
sendo 1,5 milhdes de casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) e 0,5 milhdo de

casos de Leishmaniose Visceral (LV) com aproximadamente 59 mil ébitos ao ano,
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sendo a segunda doenga parasitaria com maiores taxas de morbidade e mortalidade
(ALVAR et al., 2006).

Dos casos notificados de LT, 90% da forma cutanea ocorrem no
Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria; 90% da forma mucocuténea
ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru, assim como, 90% dos casos de LV ocorrem na
india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2010). No Brasil, nos periodos de 1988 a 2009, a LTA apresentou média anual de
26.021 casos registrados com coeficiente de detecgdo médio de 14,1 casos por
100.000 habitantes. Ao longo desse periodo, observou-se uma tendéncia no
crescimento da endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de
1994 e 1995, quando atingiram niveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000
habitantes, respectivamente. No ano de 2010 foram registrados 21.981 casos de
LTA no Brasil sendo que destes 228 casos eram do Parana (SINAN - Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagao, 2012).

Assim, estas sdo doengas consideradas negligenciadas e incluidas
na relacdo de doencas prioritarias pela OMS, pois constitui um problema de saude
publica devido a alta incidéncia, ampla distribuicdo geografica e presenca de
sequelas desfigurantes, destrutivas e incapacitantes para o homem (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

1.2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada uma
enfermidade polimérfica, que atinge a pele e as mucosas, agrupadas em diferentes
formas clinicas. Assim, os parasitas ao invadir os macréfagos da pele, e células de
Langerhans, principais células apresentadoras de antigeno localizadas no epitélio
mucoso e camada epitelial, formam na maioria das vezes uma lesao limitada e
unica, porém, dependendo da espécie do protozoario e da resposta imune do
paciente a doenca pode apresentar um amplo espectro de severidade e uma série
de formas clinicas. Sao elas: cutdnea aguda ou localizada; mucocutanea; cutanea
difusa e recidiva (GARNIER; CROFT, 2002).

A forma cutanea é caracterizada pela formacao de ulceras unicas ou

multiplas na derme, resultando em Uulceras leishmanidticas tipicas, ou entdo,
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evoluindo para formas vegetantes verrugosas. Na forma ulcerativa, o parasita esta
confinado a pele e a lesdao pode apresentar variagées de tamanho, formato e tempo
de evolugdo. Essas lesdes sdo caracterizadas pelo desenvolvimento de noédulos,
geralmente no local da picada, que evoluem para lesdes ulcerativas sem dor,
cobertas por uma crosta aderente de exsudato seco. No caso das alteracbes
epidermais, estas sao decorrentes da resposta imunoldgica a infeccdo resultando
em hiperplasia e engrossamento epidermal (GONZALEZ et al., 2008).

A forma cutanea difusa caracteriza-se pela formacao de lesdes
difusas nao ulceradas por toda a pele, envolvendo amplas areas da pele,
particularmente extremidades, onde numerosas erupgdes papulares ou nodulares
nao ulceradas podem ser observadas. Desta forma, esse tipo de lesdo pode ser
caracterizada por um curso crbnico e progressivo durante toda a vida do paciente
(ASHFORD, 2000).

Por outro lado, a forma cutadneo mucosa é considerada a forma mais
agressiva podendo apresentar lesbes destrutivas secundarias de curso cronico,
envolvendo mucosas e cartilagens como: nariz, faringe, boca e laringe (BARRAL et
al., 1991; MODABBER, 1993). Estima-se que 3 a 5% dos casos de Leishmaniose
Cutdnea (LC) desenvolvam lesdo mucosa, visto que a forma classica de
Leishmaniose Mucosa (LM) é secundaria a lesdo cutanea, por consequéncia de ma
resolucdo da doenca ou até mesmo de terapia inadequada. Desta forma, acredita-se
que a lesdo mucosa € metastatica e ocorra por disseminacdo hematogénica ou
linfatica com surgimento geralmente apds a cura clinica da LC, com inicio insidioso e
pouca sintomatologia. O agente etiologico causador da LM, em nosso pais é a L.
(V.) braziliensis, entretanto ja foram citados casos na literatura atribuidos a L. (L.)
amazonenses e L (V.) guyanensis (OLIVEIRA-NETO et al., 1998).

A maioria dos pacientes com LM apresentam cicatrizes que indicam
que foram acometidos por LC anteriormente. Entretanto, existem casos em que o
paciente apresenta concomitantemente lesdes cutdanea e mucosa. Todavia, pode-se
observar ainda, alguns individuos com LM que nao apresentam cicatriz sugestiva de
LC. Supde-se nestes casos que a lesdo inicial tenha sido transitéria (BRASIL, 2007).

Clinicamente, a LM se expressa por lesdes destrutivas localizadas
nas mucosas das vias aéreas superiores € em alguns casos, a lesdo mucosa ocorre
por extensao de lesdo cutanea adjacente (chamada também por les&o contigua) e

ha também aqueles em que a les&o se inicia na semimucosa exposta, como o labio
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ou nariz. Geralmente a lesdao é indolor e se inicia no septo nasal anterior,
cartilaginoso, préoxima ao introito nasal. Nesta forma clinica & possivel haver
perfuragdo ou até destruicdo do septo cartilaginoso, em lesées da mucosa nasal ou
ainda, perfuracdo do palato mole quando a lesdo se localiza na mucosa oral. Nas
lesdes crénicas e avancadas pode haver mutilagcbes com perda parcial ou total do
nariz, labios, palpebras, causando deformidades e consequente estigma social
(PEARSON; SOUZA, 1996; BRASIL, 2007).

O acometimento de outras mucosas, que nao as vias aéreas
superiores, e 0 comprometimento ésseo sdo raras, ambos o0s casos geralmente

ocorre por contiguidade com lesdes cutaneas (MARSDEN, 1986).

1.3 Interacdo Parasito-Hospedeiro e Resposta Imune na
LTA

Sabe-se que a interagcdo parasito-hospedeiro € complexa. A
resposta imunologica do hospedeiro € dependente da espécie de Leishmania
envolvida e tem papel fundamental na defesa contra estes parasitas, além de
constituir o principal impedimento para o estabelecimento da doencga. No entanto, os
protozoarios do género Leishmania possuem mecanismos que lhes permitem
escapar do sistema imune, facilitando o desenvolvimento dos processos infecciosos
(MACHADO et al., 2004).

Em linhas gerais, o estabelecimento da doenga € marcado por varias
etapas que passam desde o momento da infecgdo, até a manifestacao clinica dos
sintomas. Inicialmente, quando inoculadas na derme do hospedeiro, as formas
promastigotas metaciclicas sofrem interacdo, neste microambiente, com proteinas
do soro, saliva e fluidos digestivos do inseto. Posteriormente, as formas
promastigotas interagem com o sistema complemento e receptores das células
hospedeiras com finalidade de favorecer a fagocitose, de maneira que o0s
mecanismos microbicidas nao sejam ativados (GENARO; REIS, 2005).

Os parasitos do género Leishmania, em suas diferentes formas
evolutivas, expressam em sua superficie uma variedade de moléculas importantes
na relagdo parasito/hospedeiro, o que pode determinar a viruléncia, infecciosidade,

sobrevida e patogénese. Dentre elas as mais citadas sao: lipofosfoglicano (LPG),
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gp63 e carboidratos como fucose e manose (MOUGNEAU et al., 1995). Destas
moléculas, a LPG esta presente na superficie celular de formas promastigotas de
todas as espécies de Leishmania e possui acao importante na viruléncia do parasito
assim como na sobrevivéncia deste parasita no hospedeiro vertebrado e
invertebrado (MCCONVILLE, 1992). De igual forma, a metaloproteinase gp63 e
manose presente nas lipofosfoglicanas da superficie de formas amastigotas e
promastigotas também s&o determinantes na viruléncia do parasita (MCGWIRE et
al., 2002).

O mosquito vetor além da transmissdo auxilia no estabelecimento
das formas infectantes no hospedeiro. Isto porque, a saliva do inseto possui
substancias com atividade enzimatica, devido a presenca de hialuronidase, agao
vasodilatadora, fatores de antiagregacédo plaquetéaria, e fatores estimulatérios da
producado de prostaglandina, substadncias que atuam como fatores de viruléncia,
opondo-se a resposta primaria do hospedeiro e proporcionando sobrevida do
parasita no hospedeiro mamifero (ALMEIDA et al., 2003; CHARLAB et al., 1999).

Uma vez na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero, os
parasitas de Leishmania spp. passam a interagir com a resposta imune do
hospedeiro deixando-se captar pelas células com capacidade fagocitaria. Esta
interag&do ocorre entre receptores de membrana do macréfago com componentes da
membrana do protozoario. Assim, os promastigotas metaciclicos ligam-se a algumas
moléculas como os receptores do complemento (CR1 e 3) e a receptores tipo Toll
(TLRs) 2 e 4 (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

TLRs sao proteinas transmembrana que conferem especificidade a
imunidade celular inata pelo reconhecimento de padrdes especicos expressos por
patdgenos. Apds o reconhecimento de antigenos especificos do agente patogénico
(PAMPs), TLRs por meio de moléculas sinalizadoras (como por exemplo, MyD88)
sinalizam a transcricdo e sintese de citocinas pro-inflamatérias que iniciam a
resposta imune adaptativa (ODA; KITANO, 2006; JANSSENS; BEYAERT, 2003).

Na leishmaniose, os estudos sugerem que estes protozoarios podem
modular ou interferir no reconhecimento de padrées mediados pelos receptores e
podem utiliza-los como um mecanismo de escape da resposta imune do hospedeiro
suprimindo as vias que desencadeiam respostas inflamatérias (de VEER et al.,
2003; NETEA et al., 2004).
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Em relagdo ao sistema complemento, as formas promastigotas
metaciclicas sao resistentes a lise por este sistema, devida em parte, a modificacoes
estruturais no LPG. Apds a ativagdo do complemento, fragbes como C3 e Cap ndo se
ligam diretamente a membrana do parasito, devido a estrutura do LPG que dificulta a
inser¢cao do complexo Csp.9 ou a formagao de Cs convertase, 0 que impede ligagao
do complexo de ataque a membrana (MAC) e consequentemente a lise do
protozoario. A gp63 também €& capaz de prevenir a agdo do complemento, atraves
da clivagem de Cs, em Cs,. Outros estudos tém relatado que as formas
promastigotas podem interagir com outras proteinas do soro para ativar o
complemento, facilitando a adesdao a membrana do macréfago e, portanto,
facilitando a fagocitose e aumentando a sobrevivéncia de amastigotas no interior dos
macréfagos (HANDMAN, BULLEN, 2002; SPATH et al.,2003; MICHALICK, 2005).

Durante o processo de endocitose do parasito, a célula hospedeira
aumenta intensamente a sua atividade respiratoria liberando neste processo 6xido
nitrico (NO), assim como outras espécies reativas de oxigénio (O-, OH-, H+ e H>0,),
produtos estes, conhecidos por serem altamente lesivos para membranas celulares
dos patégenos. O LPG é capaz de proteger o protozodario contra a agao destes
radicais. Além disso, esta molécula retarda a fusdao do vacuolo que contém o
parasito com o vacuolo lisossomal, permitindo que a forma promastigota transforme-
se em amastigota. Quando os vacuolos se fundem, a gp63 atua degradando as
enzimas lisossomais presente no vacuolo parasitéforo, permitindo que esta forma
seja capaz de desenvolver e multiplicar-se no meio acido encontrado no vacuolo
digestivo (MICHALICK, 2005; MACHADO et al., 2004).

O estabelecimento do parasita no hospedeiro tem como
consequéncia a resposta imune, que corrobora para a forma de apresentacdo da
doenca. Esta interagdo complexa pode ser em partes explicada por estudos que
identificam os fatores responsaveis pelos fendtipos de resisténcia e susceptibilidade
a infecgdo por parasitas do género Leishmania. Os principais estudos envolvem os
mecanismos de resposta imune nas leishmanioses e sio realizados, normalmente,
em modelos murinos (LAUNOIS et al., 1997).

Camundongos geneticamente susceptiveis a infecgdo por L. major,
como por exemplo BALB/c sado capazes de desenvolver lesdes cutaneas no sitio de
inoculagdo. Ja os camundongos resistentes a infecgdo por L. major como por

exemplo: C57BL/6 parecem curar-se rapidamente, gracas a uma forte resposta
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imune celular, e mostram-se resistentes a novas reinfecgdes. Sabe-se que a
resisténcia é conferida por células Th1, enquanto que a susceptibilidade é conferida
por células Th2 (LOCKSLEY et al., 1987; AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

O tipo de resposta observada nesse modelo esta associado a
producdo de IL-4 em camundongos susceptiveis e de IFN-y em camundongos
resistentes, em infecgbes com L. major (HEINZEL et al., 1989).

Em humanos, a resposta imune a infecgao por Leishmania nao é tao
bem caracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua
complexidade e o envolvimento de citocinas, de moléculas co-estimulatorias, assim
como da saliva do flebotomineo, dificultando o entendimento de como ocorre a
resposta imunologica por parte do hospedeiro. No entanto, os estudos sugerem que
em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune € dependente de células T e,
de maneira geral, se aceita que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a
infeccao por Leishmania esta relacionada com o nivel de expansao de células Th1 e
Th2 (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002).

Experimentos in vitro com células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs) de individuos com LC e LM estimuladas com antigeno de
Leishmania produzem grande quantidade de IFN-y, IL- 2 e TNF-a, e pouco IL-10.
Como habitualmente o sistema imune nao consegue destruir completamente as
Leishmanias, essa forte resposta Th1 termina por levar a ocorréncia de uma reacao
inflamatéria muito intensa que consequentemente leva a um dano tecidual,
resultando no aparecimento de ulceras na pele e na mucosa. Tem participacao
importante nesse dano tecidual a produgdo acentuada de TNF-a e producdo de
oxido nitrico (NO) (PIRMEZ et al., 1993; LESSA et al., 2001).

Isto confirma o fato de que na maioria dos casos, pacientes com a
forma cutanea localizada desenvolvem uma resposta do tipo Th1 no nivel das
lesdes. Ja nas lesdes mucocutaneas, que constituem uma forma cronica associada
a destruicdo de mucosas, a resposta caracteriza-se por uma mistura de polarizagao
de resposta do tipo Th1 e Th2, enquanto que em pacientes com a forma difusa
exibem uma resposta quase exclusivamente do tipo Th2 (CACERES-DITTMAR et
al., 1993; PIRMEZ et al., 1993).

Assim, a resposta imune celular € variavel conforme o quadro
clinico, estando presente nos pacientes acometidos pela forma cutanea, exacerbada

nos casos de lesbes mucosas e usualmente suprimida nos casos de leishmaniose
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difusa. Ja a resposta imune humoral normalmente esta presente em todos os tipos
de manifestagdes clinicas. Sendo que os niveis de anticorpos observados na forma
difusa s&o elevados, ja nas formas cutanea e cutdneo-mucosa os niveis sdo baixos
ou discretamente aumentados quando ha acometimento de mucosas (GENARO;
REIS, 2005).

1.4 Tratamento

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento das
Leishmanioses tém sido desde 1912 até hoje os antimoniais pentavalentes (Sb5+).
Naquela época a sua forma era trivalente (antiménio trivalente — Sb3+), o chamado
tartaro emético (tartarato de potassio e antiménio), resultando em sucesso, visto
que 90% dos casos evoluiam para o 6bito por ndo haver nenhum tipo de tratamento
era utilizado (BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

No entanto, esta formulagdo apresentava toxicidade e dificil
administragdo. Em 1937, Smith introduziu a utilizagdo do estibogluconato de sodio
(Pentostan®, um medicamento derivado do acido estibénico, em que o antiménio se
apresentava na forma pentavalente, Sb5+). Esta nova formulacdo, trouxe redugao
de alguns efeitos colaterais e da toxicidade em relagao tartaro emético (SUNDAR,;
OLLIARO, 2007).

Atualmente no Brasil, o farmaco utilizado é o antimoniato de N-metil-
glucamina, um antimonial pentavalente (Glucantime®). O mecanismo de agao
destes compostos é a inibicdo das enzimas da via glicolitica e da B-oxidacdo em
amastigotas, mas sendo um metal pesado, acredita-se que interfira em outras vias
metabdlicas da Leishmania, bem como com algumas vias do hospedeiro
(HERERWALDT, 1999; DAVISON, 1998).

O tratamento das leishmanioses ¢€ dificil devido a instalagao
intramacrofagica da forma infectiva. Tal localizagdo do parasita € importante para a
susceptibilidade quimioterapica, que é também influenciada pela presenga de
transportadores mediadores do influxo e do efluxo de drogas para as células
(RODRIGUES et al., 2006).

Além das dificuldades de administragcdo, os antimoniais

pentavalentes apresentam importantes efeitos colaterais que incluem mialgia,
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artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas, pancreatite, disfungcéo
gastrintestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das articulagdes, arritmias,
pancitopenia, insuficiéncia renal reversivel e cardiotoxicidade. Existem relatos de a
cura clinica ndo ser acompanhada de cura parasitolégica, pois tém sido observados
parasitos na cicatriz de individuos apés tratamento (LUCIMI et al., 1990).

Outros farmacos como anfotericina B, pentamidina, miltefosine e a
paramomicina tém sido usados como alternativas nos casos de resisténcia aos
antimoniais, mas n&o possuem um indice terapéutico tdo favoravel e também
apresentam importantes reagdes adversas (BRAY et al., 2003; BERMAN, 2006).

A diversidade de espécies de Leishmania no Brasil configura
quadros clinicos variados, com respostas terapéuticas diversas. Além disso, a
desnutricdo e infeccdo paralela com doengas como a malaria, pneumonia e AIDS
aumentam as taxas de mortalidade dessa enfermidade (PAREDES et al., 2003).

Muito se tem feito no intuito de desenvolver uma vacina efetiva para
a doencga, onde diversos antigenos tém sido identificados e caracterizados como
potencialmente eficazes, porém até o momento nenhuma vacina totalmente efetiva
foi produzida (COLER; REED, 2005).

Apesar das estratégias e esforgos para a utilizacdo de inseticidas,
protecdo individual, eliminacdo de animais domésticos infectados, deteccdo e o
tratamento precoce de casos da doenca em humanos, ainda encontra-se
dificuldades no controle do doenga (SUNDAR; OLLIARO, 2007).

A diversidade bioldégica dos parasitos; a existéncia de muitas
especies de vetores e de mamiferos que podem atuar como fontes de infecgdo os
fatores sécio-econdmicos das populagdes afetadas; as diferentes formas clinicas da
doenga, incluindo aquelas formas graves e resistentes a quimioterapia; a toxicidade
para o hospedeiro e, ainda, a inexisténcia de uma vacina eficaz estdo entre os
problemas mais citados no controle desta enfermidade (DESJEUX.; ALVAR, 2003;
SUNDAR; OLLIARO, 2007).

Desta forma, o tratamento da LTA representa um grande desafio. A
recidiva, a falha terapéutica em pacientes imunodeprimidos e a resisténcia ao
tratamento sao fatores que motivam a busca de uma droga alternativa, considerando
que o tratamento € de grande valia para o controle da doenga devido as dificuldades
de prevencéo atual e a complexidade da epidemiologia da doenca (FALQUETO;
SESSA, 2005).
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1.5 Caracterizacéo das Atividades da Propolis

A propolis € um produto natural, elaborada por abelhas, através da
coleta de flores, pdlen, brotos e exsudatos de plantas que acrescido de secrecdes
salivares, ceras e produto resultante da digestdo do pdlen dédo origem a propolis.
Esta substancia resinosa € usada nas colmeias como agente esterilizante, em
vedacdo das paredes, protecao, além de ajudar na termorregulacdo (PEREIRA;
SEIXAS; NETO, 2002).

Os diferentes extratos de propolis possuem coloragao e consisténcia
variada dependente da espécie de planta visitada, espécie de abelha, época de
coleta e substancia utilizada para sua extragao (WATSON et al., 2006; CHEN et al.,
2003). Assim, a composi¢cao quimica da prépolis é dependente da biodiversidade de
cada regiao visitada pelas abelhas e geralmente podem ser identificados compostos
biolégicamente ativos como os flavondides. Geralmente, em sua contituicdo sao
encontrados 50-60% de resinas e balsamos aromaticos, 30-40% de ceras, 5-10% de
Oleos essenciais e 5% de graos de podlen. Podem estar presentes ainda, micro-
elementos como aluminio, calcio, estrdncio, ferro, cobre, manganés, magnésio,
silicio, titdnio, bromo, zinco e vitaminas B1, B2, B6, C e E (GHISALBERTI, 1979).

A classificagcdo da propolis é realizada de acordo com o perfil
quimico obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absorgdo na regido UV-
visivel, Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), além das atividades
antimicrobianas e antioxidantes. Assim, em um estudo para a classificagdo de
extratos de propolis produzidas no Brasil, alguns autores verificaram diferengas
qualitativas e quantitativas na composicdo quimica e atividades biolégicas das
prépolis testadas de acordo com a regido coletada. Neste estudo, a prépolis
brasileira foi classificada em 12 tipos principais, sendo que os tipos que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram os originarios da regiao sul,
regido nordeste e regido sudeste (DAUGSCH et al., 2008).

No Brasil, o tipo de propolis mais comercializado € conhecido como
"prépolis verde", derivado de apices de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae, planta
conhecida popularmente por alecrim), contendo predominantemente prenilados

fenilpropandides (por exemplo, Artepillin C), &acidos clorogénico, benzdico e
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triterpendides, sendo geralmente obtidas nas regides sul e sudeste (SALATINO et
al., 2005).

Muitos autores tém relatado em estudos in vitro a atividade da
propolis frente diferentes microorganismos, como Staphylococcus aureus,
Salmonella Thyphimurium, Candida albicans, Trypanosoma cruzi e Giardia
duodenalis (HIGASHI; CASTRO, 1994; MARCUCCI et al., 2001; MIORIN et
al.,2003; UZEL et al., 2005; DANTAS et al., 2006; FREITAS et al. 2006).

As principais atividades biolégicas citadas na literatura incluem
atividades antibacteriana (SFORCIN et al., 2000), antiviral (VYNOGRAD et al.,
2000), anti-inflamatdria (KHAYYAL et al., 2003) e imunomodulatéria (SFORCIN et al
2002; SA-NUNES et al., 2003).

Estudos tem evidenciado a ag¢ao da prépolis na resposta imune. A
imunomodulacao exercida pela préopolis pode estar associada tanto com a
estimulagdo quanto com a supressao de determinados eventos da resposta imune.
De forma geral, os estudos apontam a acgdo da propolis sobre macrofagos
peritoneais murinos, aumentando sua atividade microbicida, acdo sobre a atividade
litica das células natural killer em células tumorais, € acdo sobre a producido de
anticorpos. Ja os efeitos inibitérios da prépolis sobre a proliferacdo de linfocitos
podem estar associados a sua propriedade anti-inflamatéria (SFORCIN, 2007).

A acgado da propolis sobre os macrofagos resulta em aumento da
capacidade fagocitica (ORSI et al., 2000), estimulagado da secreg¢ao de citocinas, tais
como TNF-a, além de melhorar a acdo microbicida (DIMOV et al., 1992;
IVANOVSKA et al., 1995 ; ORSI et al., 2000; KHAYYAL et al., 2003).

SCHELLER e colaboradores (1988) verificaram que a propolis
estimula a formagao de anticorpos por células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com hemacias de carneiro. Para verificar o efeito deste apiterapico sobre
a ativagado de células natural killer (NK) contra células tumorais, pesquisadores
verificaram que a administracao de propolis em ratos, durante trés dias, induziu o
aumento na atividade litica de células NK, quando comparada com o do grupo
controle (SFORCIN et al.,, 2002). O tratamento com propolis durante trés dias
também induziu aumento na producado de anticorpos em ratos imunizados com
albumina sérica bovina (SFORCIN et al., 2005). Estes achados reforgcam a afirmagéao
previa de SCHELLER e colaboradores (1988), os quais sugeriram que este

apiterapico atua sobre o sistema imune em curto prazo, apdés sua administracao, e
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que a atividade imunoestimulante da propolis pode estar associada com a ativagao
de macréfagos e aumento de sua capacidade fagocitica.

Os efeitos leishmanicida da prépolis podem ser evidenciados em
estudos recentes que demonstraram que amostras de quatro tipos de propolis
brasileira foram efetivas em reduzir a proliferacédo de amastigotas, resultados estes
obtidos em infecgbes in vitro de macréfagos infectados com promastigotas de L.
amazonensis (AYRES et al. 2007). De igual forma, OZBILGE e colaboradores (2010)
verificaram que a propolis da Turquia possui efeito leishmanicida sob formas
promastigotas de Leishmania tropica. Estes dados corroboram com outros trabalhos
que demostram a acao da prépolis em formas promastigotas de diferentes espécies
de Leishmania, assim como na infec¢do experimental com camundongos
(MACHADO; LEON; CASTRO, 2007; PONTIN et al., 2008).

Alguns estudos tem relatado a capacidade da propolis induzir in vivo
a producgao de TNF-qa, IL-6 e IL-8, sendo estas citocinas importantes em infecgdes
intracelulares como a leishmaniose (DING et al., 1988; DRAPIER et al., 1988).

Orsi et al.(2000) verificou em seu trabalho que a produgao de NO é
inibida em macroéfagos pré-tratados com propolis verde enquanto que a producéo de
H,0, foi estimulada pelo tratamento.

Paralelamente, alguns estudos tem relatado também a agdo de
extratos de propolis na cicatrizacao de lesdes subcutaneas induzidas em modelos
animais evidenciando a reparagao tecidual, neo-formacgédo vascular, seguida de
rapida regeneracado do tecido. Assim, foi demonstrado que o uso da prépolis em
feridas diminuiu o tempo de cicatrizagdo, acelerou o processo de regeneragéo
tissular além de oferecer recuperagdo dos tecidos lesionados por sua acgao
antimicrobiana e anti-inflamatéria (PERUCHI et al., 2001; BERNARDO et al., 1990).

Torna-se valido ressaltar que, a analise dos resultados descritos nos
estudos que abordam a influéncia da propolis sobre o sistema imunoldgico ou
infecgcdes muitas vezes sido avaliados por diferentes periodos, diferentes métodos
além de serem realizados com diferentes amostras de prépolis. Assim, devem ser
levadas em consideracdo perguntas especificas e hipdteses elaboradas em cada
trabalho, assim como a interpretacdo dos resultados devem ser em fungdo do
modelo proposto e das diversidades quimica apresentada por cada amostra de
prépolis (FISCHER et al., 2008).
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Neste contexto, o presente trabalho apresenta resultados referentes
a acao leishmanicida da prépolis coletada em Botucatu/SP. Utilizou-se um modelo
de pré-tratamento in vivo e apods a coleta das células a infecgao foi realizada in vitro
com formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Desta forma, pode-se verificar a

acao imunomoduladora e leishmanicida desta amostra de propolis brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato de propolis brasileira na Leishmaniose

experimental.
2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade da prépolis brasileira sobre formas promastigotas
de L. braziliensis in vitro por meio de curva de crescimento e microscopia eletrénica
de varredura;

Verificar a porcentagem de macréfagos, residentes de BALBI/c,
infectados com L.(V.) braziliensis frente ao pré-tratamento com prépolis brasileira;

Verificar a média de amastigotas por macrofagos residentes de
BALB/c, infectados com L.(V.) braziliensis frente ao pré-tratamento com prépolis
brasileira;

Avaliar a acdo do pré-tratamento com a propolis brasileira na
producao de IL-12 e TNF-a em infecgées com L.(V.) braziliensis em protocolos in

Vivo.
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Leishmanicidal and Immunomodulating Activity of Brazilian Green Propolis

Abstract

Studies have shown that propolis, resin produced by bees, presents antiparasitic and
immunomodulatory activity. This study aimed to evaluate the effect of the
hydroalcoholic extract of Brazilian green propolis in infected macrophages with
promastigote forms of Leishmania (Viannia) braziliensis under in vitro and in vivo
protocols. When the effect of green propolis was evaluated directly on the
promastigote forms, it was observed that this bee product is able to interfere in the
growth, as well as in the morphology of L. (V.) braziliensis treated with propolis
concentrations ranging from 5 to 100pg/mL. When evaluated the action of propolis on
in vitro pretreatment of BALB/c peritoneal macrophages, there was an increase in the
percentage of the number of amastigotes by macrophages in concentrations of 5 and
10ug/mL. Moreover, the treatment was able to reduce 82% and 94.4% the amount of
recovered promastigotes from infected cells pretreated with 5 and 10ug/mL
respectively. In in vivo treatment it was not noted any difference on IL-12 level, but
the TNF-a production increased in mice pretreated with 10mg/kg and infected for 2
hours with L (V) braziliensis. Our results show that green propolis extract reduces the
proliferation of L. (V.) braziliensis promastigotes and has immunomodulatory action,
increasing macrophage activation by TNF-a, which agrees with studies that show the
action of propolis on macrophages activation and in promastigote and amastigote
forms of some Leishmania species.

Keywords: American Tegumentar Leishmaniasis, Leishamania braziliensis, green
propolis, Cytokines
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is a parasitosis caused by several species of the protozoan
Leishmania. The severity of disease presented many variations, from cutaneous
infections, mucosa, diffuse cutaneous and visceral infections. It has been found that
both species of protozoa as well as the host immune response are factors that
determine the clinical forms of this disease. %

In fact, in murine experimental models of cutaneous leishmaniasis with
L. major, it was observed that the resistance to leishmaniasis is associated with the
predominant Th1 response, while the susceptibility of some strains (such as BALB/c)
is assigned to a Th2 response. *! Nevertheless, when evaluated the clinical outcome
for injuries caused by L.amazonensis and L. braziliensis in inbred lines of mice,
these do not present the same profile of susceptibility and resistance, differing from
the proposed model by infections with L. major. 4

During the past 35 years, experimental cutaneous infections of mice with L.
major and more recently works using L. braziliensis, the main agent of cutaneous
leishmaniasis in Brazil, have been used widely to elucidate all types of cytokines and
effectors antileishmanial mechanism necessary for the control of parasites and
consequently diseases progression. Species diversity of parasites, vectors, host
immune response and difficulties in dealing with the available drugs are factors that
drive scientific studies in experimental leishmaniasis to search more effective
treatments.* # > ©!

The chemotherapy of leishmaniasis has been based on the use of pentavalent
antimonial drugs. Other drugs, such as pentamidine and amphotericin B have been
adopted as alternative drugs. However, these drugs presented severe side effects,
including parasite resistance, and long periods of treatment.[” & 9!

Thus, the discovery of new compounds with antileishmanial and
immunomodulatory proprieties is essential for development of new approaches for
leishmaniasis therapy. In this sense, some studies with phytotherapics have been
conducted in order to propose alternatives for the treatment of many diseases.
Propolis has been widely used in popular medical practice and has shown promising
results against some protozoonoses.[m]

Many authors have reported in vitro studies of propolis activity against different

microorganisms including some important human pathogens such as Staphylococcus
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aureus, Salmonella Thyphimurium, Candida albicans, Trypanosoma cruzi, and
Giardia duodenalis.!11121314.15.16]
Several biological actions have been described, including antibacterial,

antiviral, anti-inflammatory, anti-carcinogenic, and immunomodulation activities.*” *®

19, 20, 21, 22, 23]

In leishmaniasis studies, results show that the propolis coming from different
regions promoted the lysis in promastigote and amastigote forms of many
Leishmania species. Besides these data, it is necessary to take into account that
some studies have demonstrated the antimicrobial and healing actions of propolis on
skin lesions. These results provide evidence that propolis is a promising source of
natural compounds for the development of new chemotherapeutic agents for the
treatment of ATL.1*%24

In since, the objective of this study was to evaluate the antileishmanial and
immunomodulatory properties of green propolis treatment on experimental infection

with L. (V.) braziliensis.
MATERIALS AND METHODS
Leishmania (V.) braziliensis

We wused Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1987/M11272), in
promastigote forms maintained in culture medium 199 (GIBCO® Invitrogen)
supplemented with 10% fetal bovine serum-FBS (GIBCO® Invitrogen), 10% Hepes,
0.1% human urine, 0.1% L-glutamine, 10ug/mL penicillin and streptomycin (GIBCO®
Invitrogen) and 10% sodium bicarbonate. The cell culture was maintained in an

incubator-type B.O.D. at 25 ° C, in a flask of 25 cm? cell culture.
Green propolis extract

The green propolis was collected in the Beekeeping Section of the Lageado
Farm, UNESP, Botucatu, SP, Brazil, from honey bees (Apis melifera L.). For
extraction, propolis was ground and it was prepared a solution of propolis 30% in
alcohol 70%. After the solvent evaporation it was determined the actual concentration

of propolis and conducted its analysis using gas-chromatography (GC), gas
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chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and thin layer chromatography (TLC).
The final concentration of the solvent in the experiments did not exceed 0.1%

ethanol.[?

Animals

Male BALB/c mice weighing approximately 25-30g with age between 6 - 8
weeks old from the Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, SP, Brazil, were used in
this study. Mice were maintained under specific pathogen-free conditions and used
for experimentation, according to protocols approved by the institutional Animal Care
and received approval from the Ethics Committee for Animal Experimentation of the

State University of Londrina, under registration No. 09/2011.
Cell proliferation kinetics

1x10° promastigote forms were treated with propolis at concentrations of 5, 10,
25, 50 and 100 pg/mL or with the diluent (0.1% ethanol) for control.?® The positive
control was used 199 culture medium and the negative control, Glucantime®
250ug/mL.

They were kept in B.O.D incubator at a temperature of 25° C for 7 days. It
was held the count of promastigotes in a Neubauer chamber daily. For the analysis

they were evaluated in periods of 24, 96 and 168 hours.
Scanning Electron Microscopy

The promastigotes in exponential growth phase were cultured with propolis at
5, 10, 25, 50 and 100ug/mL concentrations by treatments performed in periods of 2
and 24 hours. 2x10° (Leishmania/mL) L. braziliensis were placed in sterile plastic
tubes (Falcon) with 1 mL of 199 culture medium and propolis at different
concentrations. Among the treatments it was set up the control containing only the
culture medium and different species of promastigotes, as well as propolis solvent.
The treatments remained in an environmental chamber at 25 ° C for 2 and 24 hours.
They were centrifuged twice at 2500rpm for 10 minutes and the promastigotes were

resuspended in 0.9% sterile saline solution at pH 7.0. After this step the
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promastigotes were placed on glass coverslips covered with Poly-L-lysine (GIBCO®)
and fixed with 2% glutaraldehyde in phosphate buffer 0.1M (pH 7.0), post-fixed with
2% osmium tetroxide. Dehydration was performed with a crescent series of ethanol
(70%, 80%, 90% and 100%). The critical point was carried out with a Critical point
dryer (PCD 030 - BAL-TEC) and mounted on stubs and recovered with 30nm gold
using a Stutter coater (SCD 050 - BAL-TEC). The samples were analyzed using a
FEI QUANTA 200 scanning electron microscope. Such procedures are performed at

the laboratory of Electron Microscopy and Microanalysis at the University of Londrina.
Phagocytic assay- in vitro

Primary mice macrophages (5x10°/mL) were obtained from peritoneal washing
by injection of 2mL of RPMI 1640 culture medium (GIBCO®), cultured on 24-well
plate contained 13 mm diameter glass coverslips. The cells were pre-incubated with
200pL RPMI medium for 2 hours and after treated with propolis at 5 and 10ug/mL
concentrations or only with RPMI culture medium (positive control) and incubated for
24 hours in BOD at 37 ° C in 5% CO,. The doses of 5 and 10pg/mL were chosen for
this test according to the study of Amarate, et al., (2011) that found these
concentrations cell viability human PBMC treated with propolis sample remained
above 50%.

After 24 hours of treatment with propolis the cells were co-incubated with
1x10° L. braziliensis promastigotes by 2 or 24 hours. After the infection period the
cells were fixed with methanol and stained with Giemsa. The analysis was by optical
microscopy with the increase of immersion to establish whether there was an

increase of phagocytosis by cells treated with propolis.

Leishmanicidal activity

BALB/c peritoneal macrophage were cultured on 6-well plates at 37°C in 5%
CO; and treated with 5 and 10ug/mL of propolis. After 24 hours of treatment, the
macrophage cells (5x10°/mL) were infected with promastigotes forms (5:1) for 2
hours of infection. The culture was washed to remove extracellular parasites and

incubated with 199 culture medium at 24°C. The quantification of rescued
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promastigotes forms were established by counting chamber neubauer from 3 days

post infection.
Phagocytic assay- in vivo

Groups of three mice received intraperitoneally propolis dose 2.5, 5 and 10
mg/kg or solvent only (ethanol 0.1%).

In a previous studies, was demonstrated that the treatment of peritoneal
macrophages with the same concentrations of propolis samples was able to
modulate modulating the production of nitric oxide and INF-y. 649!

After 24 hours the mice were infected intraperitoneally with 1x10"/mL
promastigote forms of Leishmania (V.) braziliensis. The animals were sacrificed 2
hours after infection, and the exudate cells were collected by rinsing the peritoneal
cavity with 2mL of RPMI medium and the cells were distributed on 6-well plates
followed incubation for 1 hour at 37 °C in 5% of CO,. The supernatant was collected
and centrifuged at 2000 rpm at 4°C for 7 minutes and stored at -20°C for cytokine
assay. The liver was removed, macerated, centrifuged and stored at -20°C for

subsequent determination of cytokine.

Cytokine determinations

The supernatant of cells culture and liver homogenate treated for the
phagocytic assays- in vivo were analyzed of TNF-a and IL-12 level by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to manufacturer's instructions
(eBiosciences®,USA). The plate was read at 450 nm, using an ELISA plate reader
(Thermo Plate - TP-Reader).

Statistical analyses

Data were analyzed using Prism Graph Pad statistical software (Graph-Pad
Software, Inc., USA-500.288). Significant differences between treatments were
determined by ANOVA, followed by Tukey test by multiple comparisons. Statistical

significance was accepted when P < 0, 05.
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RESULTS

Cell proliferation kinetics of Leishmania (V.) braziliensis treated with green

propolis

To determine the effect of propolis during the cell proliferation, promastigotes
forms (1x106) of Leishmania (V.) braziliensis were grown in several concentrations of
propolis (5-100ug/mL) for a week. The results obtained, according to Figure 1, show
that the 24-hour treatment only with the dose of 100ug/mL presented significant
difference when compared with control group. However, considering the time of 96
and 168 hours of incubation, it was observed significant differences between all
concentrations tested with the control. Regarding the dose of 100ug/mL it showed
the same antiproliferative effect of Glucantime® at dose 250ug/mL. It was found that
the solvent (0.1% ethanol) that was used in propolis cannot interfere in the

proliferation of promastigotes L. (V.) braziliensis.

200+

160+
‘*O
:120- = Control
9 = Control ethanol
8., 80 * Sug/mL
- <+ 10pug/mL
o * 25u9/mL
£ 4 B soﬁlggme
o » 100ug/mL
0 - - ~ + Glucantime 250ug/mL

24h 96h 168h
Incubation time (hours)

Figure 1- Kinetics proliferation of L. (V.) braziliensis promastigotes forms treated with of
green propolis extract. Promastigotes forms (1x10°) were treated with 5, 10, 25, 50 and
100ug/mL propolis concentration, or treated with glucantime®. The percentage of viable
promastigote forms were determined after 24, 96 and 168 hours. The data shown represent
the mean+SEM of results obtained on five independent experiments. * significant values in
comparison to control (p<0,05).
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Scanning Electron Microscopy

The analyses of images obtained from L. braziliensis treated with
propolis at concentrations of 5, 10, 25, 50 and 100ug/mL showed that the
morphologic changes in the time of 2 hours are similar to those observed at 24 hours
of incubation (data not shown). The alterations observed include loss of elongated
shape and changes in the permeability membrane of treated parasites with all
propolis concentration tested. It was also noted that increasing concentration resulted
on major morphological changes on permeability of membrane (Figure 2). It was
found that the propolis solvent (0.1% ethanol) cannot interfere on the morphology of

promastigotes forms of L.(V.) braziliensis.
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—2.0pm—
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Figure 2- Scanning Electron Microscopy showing morphological changes in promastigotes
forms of L. (V.) braziliensis treated with different concentrations of propolis by 24 hours at
16.000 magnification. A: control; B: 5ug/mL; C:10ug/mL; D:25ug/mL; E:50ug/mL;F:
100ug/mL.
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Phagocytic assay- in vitro

Macrophage, the main cell involved on the immune response against
Leishmania, was treated with propolis for analyzing the phagocytic activity. As shown
in Figure 4 A and C, macrophage culture with propolis does not exhibit significant
difference in the percentage of infected cells when compared with control. The mean
of the amastigotes number per macrophage was significantly different when
compared with control, with a 2-hour infection in 5ug/ mL concentration and with 24
hours of infection the cells treated with propolis in both concentrations of 5 and
10ug/mL.
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g ]
E 100+ %4_ . i Sug/mlL
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) P ' = 3 P
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- e, 24
§ = e ;
..'123 204 i _8, 1'
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60 : b _I_ 3 & * E 5|ug/mL
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1
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o

% of infected macrophages
8
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Figure 3- Green propolis extract on in vitro macrophage phagocytosis infected with L. (V.)
braziliensis for 2 and 24 hours. A) Infected macrophages percentage on 2 hours infection B)
number of intracellular amastigotes per macrophage on 2 hours infection. C) infected

macrophages percentage on 24 hours infection. D) number of intracellular amastigotes per
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macrophage on 24 hours infection. The data shown represent the mean+SEM of results
obtained on three independent experiments. * significant values in comparison to control
(p<0,05).

Leishmanicidal activity in amastigote-macrophage

In an attempt to verify the capacity of propolis in inducing the activation of
macrophages eliminating intracellular parasites, we observed on the third day post
infection a significant reduction in the amount of recovered promastigotes from
pretreated cells with 5ug/mL and 10ug/mL of propolis. Nevertheless, on the fifth day,
the reduction was 82% in cells treated with 5ug/mL and 94.4% in cells treated with

10ug/mL of propolis (Figure 5).
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Figure 4- Effect of propolis pretreatment on macrophages infected with L.(V.)braziliensis.
Kinetics of recovered promastigotes from infected macrophages. The data shown represent
the meanzSEM of results obtained on three independent experiments. *significant values in
comparison to control (p<0,05).

Cytokine determinations

Several works have showed the importance of cytokines during the

development of this parasitosis. Therefore, we determined the IL-12 and TNF-a
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production in peritoneal exudates and liver homogenate of mice pretreated with
different concentrations of propolis and infected with L. (V.) braziliensis.

The propolis treatment alone or with infection did not cause changes in IL-12
levels of concentration of peritoneal exudates and homogenate liver (Figure 6 A and
B). The secretion of TNF-a increased in liver homogenate from mice treated with

10mg/kg post infection. (Figure 6 D).
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Figure 5- IL-12 and TNF-a production of BALB/c peritoneal exudate cells and liver
homogenate pretreated with propolis in concentrations of 2.5, 5 and 10mg/kg and infected for
2 hours. The cytokines without infection were measured 24 hours after treatment and when
infected were measured after 2 hours of infection A) IL-12 level from peritoneal exudate
cells B) IL-12 level from liver homogenate; C) TNF-a level from peritoneal exudate cells D)
TNF-a level from liver homogenate. The data shown represent the meantSEM of results
obtained on three independent experiments. *significant values in comparison to control
(p<0,05)..
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Discussion

Previous studies with different propolis extracts have shown their antiprotozoal
activity.'"**>3 Many of these studies demonstrated the leishmanicidal action on both
promastigotes and amastigotes forms of different Leishmania spp.? However, it is
worth noting that these results alone do not esclarescem the mechanism of action of
propolis leishmanicidal agent, as they should be taken into account specific
questions and hypotheses developed in each case and the results should be
interpreted according to chemical diversity present in the propolis samples tested and
the differences presented by leishmania species!*®*31527]

The extract of green propolis used in our experiments exhibited leishmanicidal
effect directly on the promastigotes forms of L. (V.) braziliensis (Figure 1, 2 and 4).
Similarly, Machado et al. (2007) demonstrated the leishmanicidal effect of one type of
Brazilian propolis (Nova Friburgo-RJ) and two types of propolis from Bulgaria on
promastigotes forms of L. amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi and L. major using
several doses (50, 100, 150, 200 and 250 mg/mL). ?® In addition, in our work, the
study by scanning electron microscopy permitted to check that the different
concentrations of propolis tested were able to alter the normal morphology of the
parasite in all observed periods (Figure 2).

Sforcin et al., 2007, reported that the propolis used in our study has as
main components  phenolic compounds (flavonoids, aromatic acids and
benzopyranes), di-and triterpenes and essential oils. *®® According to literature
data™, most of the biological activites of green propolis as antimicrobial,
tripanocidal and antitumoral are associated mainly to its prenylated compounds.

In a study presented by Dantas et al. (2006) it was observed that ketone and
ethanolic extracts of propolis from Bulgaria were able to promote changes in the
mitochondrion-kinetoplast complex of trypomastigotes forms (Trypanosoma cruzi)
when analyzed by electronic transmission microscopy. Since the Leishmania is a
kinetoplastide belonging to trypanosomatidae family, it is possible to relate the
results obtained with T. cruzi, besides confirm the microbicidal action presented by
propolis and help analyze the leishmanicidal results obtained by this bee product in
this study.!*®
The different compounds of propolis can promote several actions on parasite

{ [1011,.27]

as well as in immune response of hos It is known that all species of
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Leishmania parasite the mononuclear phagocytic system of the host.** It is also
known that promastigote forms inoculated in the mammalian host, through the bite of
the vector insect, binds to macrophages and are rapidly phagocytized, transforming
themselves in amastigotes, obligating intracellular forms.[**! For this reason, we
investigated the consequence of in vitro and in vivo pretreatment of propolis extract
in macrophage.

In our in vitro experiments, we used the concentration of 10ug/mL and 5 due
to the same sample of propolis on When Using human PBMC cells Already to have
tested and tested These doses did not show cytotoxicity. [?°

When evaluated the action of propolis pretreatment in phagocytic assay, it was
observed the percentage of infected macrophages did not present difference when
compared with untreated cells (Figure 4 A and C). When it was determined the
number of intracellular parasites, we verified that the treated cells had increased in
number of amastigote forms (Figure 4 B and D). However, when maintained in
culture for 5 days after infection the amount of recovered promastigotes was reduced
by 82% in cells treated with 5 pg/mL, and reached 94,4% reduction in the treated
cells with 10pg/mL (Figure 5). These results corroborate with other studies that show
the action of propolis on phagocytosis.'*3? Ayres, et al., (2007) showed that
treatment with 6 ug/mL ethanolic extract of propolis for 72 hours decreased by 84.5%
amastigote infection.

Similarly, Ozbilge et al.,, (2010) reported that propolis Turkey has
leishmanicidal effect on promastigotes of Leishmania tropica. These data corroborate
other studies that demonstrate the action of propolis in promastigotes of different
Leishmania species, as well as experimental infection of mice.[282%30:31
Some studies suggest that immunomodulation of propolis occurs through the

[32,33]

activation of  macrophages, resulting in  increased phagocytic

capacity, stimulating the secretion of cytokines such as TNF-a and IL-12.[2% 323435

It is known that cytokines have an important role in directing of clinical
outcome of leishmaniasis. *% In our experiments, the production of IL-12 and TNF-
o was performed in presence or absence of infection on in vivo pretreated
macrophages. It was not observed difference in concentration of IL-12 (Figure 6 A
and B). These results corroborate with other studies that related the inhibition of IL-
12 level, as well as,IL-2 IL-4 and IL-10 in supernatant of PBMC or human T cells.[*®

Regarding to the TNF-a production, it was major in presence of parasite, in liver
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homogenate and peritoneal exudate cells, when used the concentration of 10mg/kg
of propolis. (Figure 6 C and D).

Liew, et al., (1990), have already showed that lesions of BALB/c develop
exacerbated when treated with anti-TNF-a antibody and this cytokine in vitro
activates macrophages to kill this parasite.[37] Recently, other studies have reported
and confirmed the importance of this cytokine in the elimination of protozoa of the
genus Leishmania and in the resolution of the lesions.[*%3

Many works have been shown that the synergistic action of TNF-a and INF-y,
activate phagocytic cells inducing the production of toxic molecules for parasites.
Thus, the radicals of oxygen and nitrogen are considered critical in controlling
infections by Leishmania spp.[*%*!!

In fact, Sforcin (2007) related that the propolis could exert this function by
increasing directly the liberation of some pro-inflammatory cytokines as well as of
oxygen and nitrogen metabolites.!*®

However, other studies using different protocol were able to verify that the
treatment with propolis inhibits NO production while H;O, production is
stimulated.[?336424344  Knowing that different species of Leishmania or
polymorphisms, found in the same species, may confer susceptibility or resistance to
NO donors that can interfere with the clinical aspect of the disease,*® we consider
extremely important that further studies should be performed in order to investigate

the chemical composition and leishmanicidal mechanism exerted by propolis.
Conclusion

The results obtained suggest that the treatment with Brazilian green propolis,
in experimental leishmaniasis model was effective because it has direct action on
parasite, affecting the proliferation and promoting morphologic alterations.

Additionally, it was possibly verified that the treatment of macrophage was
more efficient in eliminating the infection. Therefore, the results suggest that the

treatment in vivo with propolis increased the TNF-a secretion in leishmania infection.
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Apéndice- Aprovacgio no Comité de Etica em Experimentacéo

Animal

Universidade
Estadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAQ ANIMAL

OF. CIRC, CEEA N" 24/2011 Londrina, 05 de abnl de 2011

Prezada Pesquisadora

O CEEA/UEL, reunido em 15 de margo do ano corrente, avaliou o projeto de pesquisa
intitulado "Analise da atividade da prépolis na leishmaniose", registrado no CEEA sob o n” 09/11,
desenvolvido sob sua responsabilidade. julgando-o aprovado para exccugdo por entender que os
principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéio Animal estdo respeitados,

Serdio utilizados 310 camundongos BALB/c, machos, pesando entre 28 a 32 gramas,
com procedéncia do Biotério Central de Maringa. Os animais serdo divididos em 31 grupos com 05
animais cada. Os procedimentos experimentais serdo: 1. Ensaio fagocitico - serdo obtidas células do
exsudato peritonial de camundongos BALB/c por inoculagio de 2 ml de RPMI e mantidas em
presenga ou auséncia de prépolis nas concentrages de 5, 10, 25, 50 ¢ 100 pg/well. 2. Atividade da
propolis em células fagociticas peritoniais - serd estudada com subgrupos de 5 camundongos BALB/e
que receberdo 50 pg, 100 pg e 250 pg do extrato de propolis intraperitonial em 250 pg de PBS. Apos
24 horas serdo infectados ip. com 10’ formas promastigostas de Leishmania SP. (+ 01 grupo
controle). 3. Atividade da prépolis na infecgdo “in vivo™ - subgrupos de 5 camundongos BALB/c
receberdio 10 pg, 25 pg e 50 pg do extrato de propolis em 50 pg de PBS, ou somente PBS no coxim
plantar dircito, Ap6s 24 horas serdo infeclados com 2 X 10° formas promastigostas de Leishmania na
fase cstacionaria em 50 pg de PBS livre de patdgenos nas mesmas condigdes em que ocorreu o
inoculo de parasitos. A evolugdo da doenga nos animais infectados € no grupo controle serd avaliada
semanalmente, por um periodo de 10 semanas, pela medida do tamanho da lesdo da pata infectada cm
comparagio com medida da pata contralateral ndo infectada, utilizando-se um especimetro manual. Ao
final da 10" semana apos a infecgdo, os animais serdo sacrificados ¢ removidos o coxim plantar ¢
linfonodo regional poplitco para andlises. O estudo estd previsto para ser desenvolvido entre abril de
2011 ¢ margo de 2013. Este comité aprova a realizagdo de duas repetigdes por tratamento ¢ caso tenha

necessidade de uma terceira repetigio, o coordenador do projeto devera solicitar ao autorizagio do

CEEA-UEL.

Ilma, Sra.

Profa. Dra. Ivete Conchon Costa
Coordenadora do Projeto
Departamento de Ciéncias Patoldgicas
Centro de Ciéncias Biologicas
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Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o nove protocelo a apresiagdo do CEEA/UEL anteriormente
4 cxecugao das modificagées.

Sem mais para o momenta, subscrevo-me.

Cordialmente,

Profa. Diy/ Mirian Siliane Batista de Souza
Coordenadora de CEEA/UEL
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