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MIRANDA, Milena Menegazzo. O efeito da terapia associada: 6xido nitrico e
propolis na leishmaniose experimental. 2013. 74f. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O 6xido nitrico (NO) é definido como um dos mais potentes radicais com atividade
leishmanicida produzido por macrofagos. No entanto este parasito impede a
ativagdo de uma resposta imune eficaz, diminuindo a producdo de NO e
sobrevivendo no interior desta célula. Assim, o uso de doadores exogenos de NO
pode ser uma importante alternativa no tratamento da leishmaniose. Associado a
esta estratégia, estudos tém demonstrado que a propolis, resina produzida por
abelhas, apresenta grande potencial para o desenvolvimento de novas drogas
devido a suas inumeras atividades como: agcao anti-inflamatoria, imunomoduladora
,antiparasitaria e de reparo tecidual. O objetivo do trabalho foi analisar o efeito da
terapia associada: doador de NO cis-[Ru(bpy)imN(NO)](PFs)s (I) e extrato
hidroalcoolico de prépolis brasileira em camundongos BALB/c infectados com
Leishmania amazonensis. Os animais foram infectados na pata direita traseira e
tratados por 30 dias apds o aparecimento das lesbes. Estes animais foram entao
sacrificados, o soro plasmatico coletado e a pata infectada retirada para analise. Os
resultados demonstram que a associacao I e propolis brasileira nas concentracdes
testadas nao provocaram dano hepatocelular apos o tratamento. No local da lesdo a
terapia associada aumentou a populacdo de macrofagos eficientes diminuindo o
numero destas células parasitadas. Assim, com o controle da infecgao, o processo
inflamatorio também foi reduzido, diminuindo o recrutamento de linfocitos e a
expressao do fator de transcricao NF-«xB, e da citocina pré inflamatéria TNF-a no
local. Com 30 dias de tratamento, a associacao PF6 e propolis brasileira foi capaz
de induzir o reparo tecidual, controlando a evolugdo da lesao leishmanidtica dos
camundongos BALB/c. Estes resultados foram reforgcados pelo aumento de
fibroblastos, expressdao do fator de transcricdio STAT-3 e da citocina TGF-B1 na
lesdo. Em geral, os nossos resultados experimentais sugerem que os efeitos da
associacdo de PF6 e propolis brasileira em lesées de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis foram efetivos podendo ser testada para o
desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento da Leishmaniose
Tegumentar Americana.

Palavras-chave: Oxido Nitrico. Leishmania. Doador de Oxido Nitrico. Prépolis.
Leishmaniose Cutanea.



MIRANDA, Milena Menegazzo. The effect of associated therapy: nitric oxide and
propolis in experimental leishmaniasis. 2013. 74p. Dissertation (Master's Degree in
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is established as one of the most potent radicals with leishmanicidal
activity produced by macrophages. However, this parasite prevents the activation of
an effective immune response, reducing the production of NO and surviving inside
this cell. Thus, the use of exogenous NO donors can be an important alternative for
the treatment of leishmaniasis. Associated with this strategy, studies have shown that
propolis, the resin produced by bees, presents great potential for the development of
new drugs due to its numerous activities such as anti-inflammatory,
immunomodulatory, anti-parasitical and tissue repair actions. The aim of this study
was to analyze the effect of this associated therapy: NO donor (cis-
[Ru(bpy)imN(NO)](PF6)s) (I) and hydroalcoholic extract of Brazilian propolis in
BALB/c mice infected with Leishmania amazonensis. The animals were infected in
the right hindpaw and treated for 30 days after the arising of lesions. These animals
were then sacrificed, the plasma serum was collected and the infected paw was
withdrawn for analysis. The results demonstrate that the association PF6 and
Brazilian propolis at the tested concentrations did not cause hepatocellular injury
after treatment. At the site of lesion the associated therapy increased the population
of efficient macrophages by reducing the number of these parasitized cells. Thus,
with the control of infection, the inflammatory process was also reduced by
decreasing the recruitment of lymphocytes and the expression of the transcription
factor NF-kB, and of the proinflammatory cytokine TNF-a on site. With 30 days of
treatment, the association I and Brazilian propolis was able to induce tissue repair by
controlling the evolution of the leishmaniotic lesion of BALB/c mice. These findings
were reinforced by an increase of fibroblasts, by the expression of the STAT-3
transcription factor and of the TGF-B1 cytokine in the wound. In general, our
experimental results suggest that the effects of the association PF6 and Brazilian
propolis in lesions of BALB/c mice infected with L. amazonensis were effective being
able to be tested for the development of new approaches for the treatment of
American Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: Nitric Oxide. Leishmania. Nitric Oxide donor. Propolis. Cutaneous
Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

Leishmanioses sao infecgbes causadas por protozoarios pertencentes
ao género Leishmania e transmitidas ao homem por meio da picada de insetos
flebotomineos. E uma antropozoonose de importancia mundial na saude
publica, uma vez que representam um complexo de doengcas com ampla
diversidade epidemioldgica, com participagao de diversos agentes etiologicos,
vetores e hospedeiros no seu ciclo de transmissdo (Marinho, 2010).
Apresentam-se sob duas formas clinicas: Leishmaniose Tegumentar (LT), com
acometimento de pele, cartilagens e/ou mucosa, e, Leishmaniose Visceral (LV),
que acomete visceras, principalmente, baco e figado (Lainson; Shaw, 1998).
Estas manifestacées sao determinadas pela espécie do parasito e pelo estado
imunoldgico do hospedeiro (Murray et al., 2005; Reithingher et al., 2007).

Nas Américas, a forma cutdnea € conhecida como Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) apresentando alta incidéncia, ampla distribuigéo
e grande complexidade, podendo acarretar lesdes destrutivas, desfigurantes e
até mesmo incapacitantes (Schriefer et al., 2005; Lonardoni et al., 2006;
Monteiro et al., 2008).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) insere a leishmaniose na
relagdo de doengas prioritarias, consideradas negligenciadas, uma vez que 350
milhdes de pessoas em 88 paises vivem sob o risco de desenvolver uma das
formas clinicas da doencga, sendo considerada, dentre as infecgcbes promovidas
pelos protozoarios, a segunda mais importante, superada apenas pela malaria
(Desjeux, 2004; Reithingher et al., 2007; WHO, 2010).

O Brasil é considerado area endémica de maior extensao territorial da
LTA no continente, e um dos paises com as maiores taxas de notificacdo da
doenca, confirmada em todos os Estados brasileiros tendo como as principais
espécies circulantes: Leishmania (Viannia) Dbraziliensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) shawi, esta ultima
encontrada apenas na regido amazoénica (Ministério da Saude, 2007).

No Estado do Parana, a LTA é endémica com notificacdo em 276 dos

399 municipios, principalmente das regides norte e oeste. Em 2012, dados do
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Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), confirmam 167
casos notificados no Estado (Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificagado - Sinan Net, 2012).

Apesar dos avangos nos estudos acerca do agente etiologico, bem
como dos conhecimentos sobre a doencga, € sabido que as medidas de
controle, incluindo a atual terapia para a LTA ainda s&o insatisfatérias, devido
principalmente a limitada eficacia, tratamento prolongado, alto custo e efeitos
secundarios indesejaveis da mesma (Chen et al., 2001; Richard; Werbovetz,
2010).

1.2 FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A LTA é considerada uma enfermidade polimérfica, que atinge a pele e
as mucosas, agrupadas em diferentes formas clinicas. Assim, os parasitos ao
invadir um hospedeiro mamifero, no local da picada, formam, geralmente, uma
Unica lesao limitada, porém, dependendo da espécie do protozoario e da
resposta imune do hospedeiro, a doenga pode apresentar amplo espectro de
severidade e uma série de formas clinicas. Tais como: cutdnea aguda ou
localizada; mucocutanea e cutanea difusa (Garnier; Croft, 2002).

A forma cutadnea é determinada pelo surgimento de ulceras unicas ou
multiplas na derme, resultando em ulceras leishmaniéticas tipicas, ou entao,
evoluindo para formas vegetantes verrugosas. Na forma ulcerativa, o parasito
esta confinado a pele e a lesdo pode apresentar variacbes de tamanho e
formato dependentes do tempo de evolucdo. Essas lesdes sdo consideradas
de fase aguda e sao caracterizadas pelo desenvolvimento de nddulos,
geralmente no local da picada, que evoluem para lesdes ulcerativas indolores,
cobertas por uma crosta aderente de exsudato seco. As alteragdes epidermais,
sdo decorrentes da resposta imunoldgica a infecgéo resultando em hiperplasia
e espessamento da epiderme (Gonzalez et al., 2008).

A forma cutanea difusa caracteriza-se pela formacgao de lesbes difusas
nao ulceradas e distribuidas amplamente na pele, particularmente nas
extremidades, onde erupgdes papulares ou nodulares nédo ulceradas podem

ser observadas. Desta forma, esse tipo de lesdo assume carater cronico e
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progressivo que persiste por toda a vida do paciente (Ashford, 2000). No Brasil,
o desenvolvimento da forma cutédnea difusa € exclusivamente atribuido as
infecgdes por L. (L.) amazonensis (Silveira et al., 2009)

A forma cutdneo-mucosa é considerada mais agressiva podendo
apresentar lesdes destrutivas secundarias de curso crénico, 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 Cutanea
desenvolvam lesdo mucosa, visto que a forma classica de Leishmaniose
Mucosa (LM) é secundaria a lesdo cutanea, devido a ma resolu¢do da doenga
ou pela terapia inadequada. Desta forma, acredita-se que a lesdo mucosa é
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 etiolégico da LM, no Brasil € a L. (V.) braziliensis,
entretanto ha relatos de casos atribuidos a L. (L.) amazonenses e L (V.)

guyanensis (Oliveira-Neto et al., 1998).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BioLOGICO

Os protozoarios do género Leishmania estdo inseridos na ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, compreendendo mais de 30
espécies (Ashford, 2000). Nas Américas, existem pelo menos onze espécies
dermotrdpicas de Leishmania, das quais sete ja foram identificadas no Brasil
como causadoras de LTA. Destas espécies, seis pertencem ao subgénero
Viannia - Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
lindenberg, Leishmania (Viannia) shawi - e uma ao subgénero Leishmania -
Leishmania (Leishmania) amazonensis (Ministério da Saude, 2007).

Estes protozodrios sdo parasitas obrigatorios, unicelulares,
heter6xenos, alternando o ciclo biolégico entre hospedeiros invertebrados
(fémeas de flebotomineos, insetos hematéfagos da familia Psychodidae, dos
géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo) e

hospedeiros vertebrados mamiferos (Lainson; Shaw, 1987).
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No hospedeiro vertebrado encontram-se obrigatoriamente dentro de
células do sistema fagocitico, principalmente macréfagos sob a forma
amastigota. Sua morfologia celular é arredondada, variando de tamanho entre
2 e 6 mm em extensdao e 1,5 e 3 mm de largura, com um flagelo muito
reduzido. Localizam-se no interior de vacuolos parasitoforos (ou fagossomos)
dos macréfagos formados devido a fagocitose do parasito, onde se multiplicam
por divisdo binaria, rompendo o macrofago e liberando as amastigotas aptas
para infectar outros macrofagos (Rey, 2001; Neves et al., 2007).

Ao picar o individuo ou animal parasitado, os flebotomineos ingerem
juntamente com o sangue ou a linfa, macrofagos periféricos infectados com
amastigotas de Leishmania. Uma vez no tubo digestivo do mosquito, essas
formas sao liberadas e se diferenciam em promastigotas pro ciclicas, formas
delgadas com cerca de 1,5 mm de largura e 20 mm de comprimento, com um
flagelo tipico que emerge da extremidade anterior. Essas formas se multiplicam
intensamente por divisdo binaria e colonizam o tubo digestorio do inseto vetor.
De acordo com a posi¢cao ocupada pelo parasito no inseto do vetor, foram
descritos dois subgéneros: Leishmania (Leishmania), para os parasitos que se
aderem ao epitélio do intestino anterior, e Leishmania (Viannia), para os
parasitos que se aderem ao epitélio do intestino posterior. Quando atingem
grande numero, diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas
infectivas, um processo chamado de metaciclogénese, que invadem as
por¢cdes anteriores do estdbmago e proventriculo do mosquito. No proximo
repasto sanguineo, ocorre a regurgitacao destas formas infectivas em um novo
hospedeiro vertebrado, as quais sado fagocitadas por macrofagos, formando
vacuolos parasitéforos onde se revertem para a forma amastigota e caso
consigam evadir-se dos mecanismos microbicidas, da-se inicio a multiplicagéo
destas formas, recomegando o ciclo (Rey 2001; Gupta et al., 2001; Awasthi;
Mathur; Saha, 2004) (Figura 1).
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Fase no Flebotomineo Fase no Homem
Repasto sanguineo . 3 .
Indculadas formas promastigotas Promastigotas séo fagocitadas
infectantes sob a pele pelos macréfagos

Dividem-se no intestino médio

ee migram para probécide/

Ly

o Amastigotas transformam-se em
promastigotas no intestino médio

Promastigotas transformam-se
em amastigotas no interior
dos macréfagos A

Amastigotas se multiplicam
no interior das células de varios

\ tecidos A

Digestao das células
parasitadas

Repasto sanguineo
Ingestdo de amastigotas e

A= Estagio infectivo macréfagos infectados
AiEstégio diagnéstico

Figura 1- Ciclo biologico de Leishmania spp. Fonte: Adaptado de Center
Diseases Control — CDC, 2009).

1.4 INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO E RESPOSTA IMUNE NA LTA

O processo de instalagdo da LTA no hospedeiro € determinado por
complexa associagao, principalmente entre os fatores relacionados a viruléncia
do parasito e a resposta imunoldgica do hospedeiro. Tudo tem inicio quando
formas promastigotas metaciclicas, inoculadas na derme do hospedeiro,
interagem com proteinas do soro, sistema complemento, saliva e fluidos
digestivos do inseto, assim como com os receptores das células hospedeiras.
Nesta fase inicial da infecgdo, um dos grandes desafios do parasito é
estabelecer residéncia no interior dos fagdcitos, que compdem a primeira linha
de defesa na leishmaniose, sem que estes disparem seus mecanismos de
defesas (Genaro, 2005).

No local da picada do inseto, ocorre rapida e intensa migragao, seguido
de infiltragdo de neutréfilos e um recrutamento substancial de macréfagos. Os

neutréfilos tem como principal fungdo, fagocitar a grande maioria (80 a 90%)
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dos parasitas presentes, e produzir quimiocinas e citocinas que influenciam a
resposta imune durante a infecgdo por Leishmania (Scapini et al., 2000; Peters
et al., 2008).

No entanto, apenas neutréfilos e macrofagos ativados sao capazes de
eliminar os parasitas intracelulares. Assim, o sucesso ou o fracasso da infecgao
dependera do desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a qual esta
intimamente relacionada com o quadro clinico da leishmaniose (Launois et al.,
1996). Desta forma, para se entender melhor os fatores que conferem os
fendtipos de resisténcia ou susceptibilidade a infecgédo por Leishmania, estudos
mais detalhados sobre a imunidade tem sido realizados em modelos murinos.
Infecgbes por este parasito promovem a ativagdo especifica da resposta
imunoldgica do hospedeiro, caracterizada pelo aumento de células T CD4+,
apresentando um perfil de citocinas Th1 ou Th2 (Holzmuller et al., 2006; Reis et
al., 2006). Camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania (L.) major sé&o
resistentes a infecgdo, enquanto que camundongos da linhagem BALB/c sao
susceptiveis (Sacks; Noben-Trauth, 2002). E sabido que a resisténcia
apresentada pelos camundongos C57BL/6 €& estabelecida pela ativagéo
preferencial da subpopulacdo de linfocitos Th1, que por sua vez produzem
varias citocinas, principalmente INF-y e TNF-a, que em conjunto levam a
ativacdo dos macréfagos, desencadeando o “burst” oxidativo, durante o
processo de endocitose do parasito (Pearson; Steigbigel, 1981). Este
fendbmeno se caracteriza pelo aumento da atividade respiratéria da célula,
ativando enzimas como a nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidase
(NADPH oxidase) que transfere prétons para moléculas de oxigénio, formando
moléculas altamente reativas denominadas espécies reativas de oxigénio
(ROS) como superoxidos, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila; e
aumento na atividade da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), com
consequente aumento na producdo de NO, a principal molécula microbicida
envolvida na eliminagao do parasito (Qadoumi, Becker et al. 2002; Cunningham
2002).

Contudo, embora a resposta Th1 esteja relacionada ao fendtipo de
resisténcia a infecgao, alguns estudos tem demonstrado que o aparecimento

de lesdes leishmanidticas tipicas esta diretamente relacionado a exacerbacao
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desta resposta, culminando em dano tecidual importante (Pirmez et al., 1993;
Lessa et al., 2001; Laskay et al., 2008; Peters et al., 2008).

Ja a ativacao preferencial da subpopulagdo Th2, com produgao de IL-4 e
IL-13 gera suscetibilidade a infecgdo (Launois et al., 2002; Awasthi; Mathur;
Saha, 2004). Diante da correlagdo de uma resposta imune polarizada e o
resultado da infeccéo estabeleceu-se o conceito de que o balango da resposta
Th1/Th2 é que determina o resultado clinico da infecgéo (Roberts, 2006).

Além do perfil Th1/Th2, tem-se demonstrado nos ultimos anos a
importancia das células Th17 e T reguladoras (Tregs) nas infeccbes por
Leishmania spp. Células Th17 possuem propriedades pro-inflamatorias e
secretam principalmente |IL-17. Esta citocina atua principalmente no
recrutamento e ativacao de neutrdfilos, o que contribui para o agravamento da
doenca (Lopez Kostka et al., 2009). Camundongos BALB/c, considerados
susceptiveis a infecgdo por Leishmania spp., produzem niveis mais elevados
de IL-17 apdés a infeccdo com L. major. Trabalhos demonstram que
camundongos BALB/c “knockout” para IL-17 apresentam redugdo no numero
de neutrdfilos, no tamanho das lesdes, e na quantidade de parasitos (Lopez
Kostka et al.,, 2009). Sugerindo que as células Th17 estdo diretamente
relacionadas com o desenvolvimento e agravamento da lesao.

Em contraste, estudos mostram que células T reguladoras (Tregs),
provenientes de modelos murinos de leishmaniose cutanea causada por L.
major, foram capazes de inibir a enfermidade, mesmo em camundongos
susceptiveis (Belkaid et al., 2002; Aseffa et al., 2002; Xu et al., 2003; Mendez
et al., 2004). O papel protetor das Tregs foi comprovado recentemente por
Barth e colaboradores (2012), onde verificaram que a reducado da populagao
destas células no inicio da infeccdo esta correlacionada com aumento
significativo dos niveis de INF-y e consequente agravamento da lesdo na
leishmaniose cutanea.

E complexa e intrincada a interacdo parasito-hospedeiro nas infecgées
experimentais de diferentes linhagens de camundongos com L. (L.
amazonensis quando comparada as causadas por L. (L.) major, uma vez que
diferem em muitos aspectos. Sabe-se que todas as linhagens isogénicas de
camundongos desenvolvem lesdes progressivas com vacuolos parasitéforos

repletos de parasitos em infecgao causada por L. (L.) amazonensis (Soong et
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al., 1997). Para alguns autores, esta susceptibilidade generalizada n&o esta
diretamente relacionada a expansao polarizada de células Th2 mas sim a
ativacado de células T CD4+ que produzem niveis relativamente baixos de IFN-
y, IL-10, IL-17 e outras citocinas (Soong et al, 1997.; Xin et al.,, 2007).
Interessantemente, essa resposta imune nio polarizada para os perfis Th1/Th2
observada em camundongos infectados com L. (L. amazonensis, é
semelhante a resposta observada em infecgdes humanas, validando a
relevancia biologica deste modelo de infecgdo experimental para o estudo de
doencgas humanas (Osorio y Fortea et al., 2007; Pereira; Alves, 2008; Silveira et
al., 2009).

1.5 MECANISMOS DE EVASAO

Apesar dos diversos mecanismos microbicidas apresentados pelos
hospedeiros, Leishmania spp. apresentam estratégias para subverter e escapar
da resposta imune. Estudos demonstram como formas promastigotas e
amastigotas do parasito em questdo sdo capazes de estabelecer a infecgéo
nos estagios iniciais, interferindo nas principais fun¢gdes dos macréfagos, como:
atividade microbicida, produgcdo de citocinas, apresentacdo de antigenos e
ativacao de células T (Racoosin; Beverley, 1997; Matte; Olivier, 2002; Ji et al.,
2003).

Em relagdo aos constituintes da membrana deste parasito, as formas
promastigota e amastigota de Leishmania variam de acordo com o estagio de
desenvolvimento do mesmo. Os promastigotas metaciclicos sao revestidos por
denso glicocalice. Esta cobertura € quase completamente ausentes nas
amastigotas, sugerindo que o revestimento celular em promastigota é uma
estrutura de estagio especifico que pode ser perdida apds a fagocitose e
depois da transformacao intracelular (Pimenta et al., 1991).

O (glicocalice é constituido por glicosilfosfatidilinositol (GPI) ancorado a
proteinas, fosfoglicanos, lipofosfoglicano (LPG) e uma familia de glicolipideos
livres denominados glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) (Naderer et al., 2004). A
proteina mais abundante é a enzima de superficie gp63 (glicoproteina de 63
Kda), também conhecida como metaloproteinase dependente de zinco (MSP)
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(Gomez et al., 2009). LPG é a principal molécula em promastigotas composta
por unidades repetitivas de dissacarideo e fosfato. Estudos em modelos
experimentais por inoculacdo de cepas de Leishmania (L.) major mutantes que
nao expressavam as moléculas gp63 ou LPG mostraram redugao na viruléncia
da Leishmania, indicando importancia destas moléculas no estabelecimento da
infeccdo (Joshi et al., 2002).

A presenga das moléculas de superficie do parasito estdo diretamente
envolvidas nestes mecanismos de evasao. O primeiro mecanismo de escape
das promastigotas é evitar a lise direta pelo sistema complemento. Durante a
metaciclogénese, ocorrem modificagdes bioquimicas na membrana do parasito,
como o alongamento na estrutura do LPG e maior expressao das moléculas de
gp63. Estas atuam por fosforilagdo inativando componentes do sistema
Complemento como o C3, C5 e C9, com a subsequente inibicdo das vias
classica e alternativa do Complemento, dificultando a inser¢cdo do complexo
C5b-C9 (MAC) (Puentes et al., 1990; McConville et al., 1992). A gp63 também
atua na conversao proteolitica na superficie do parasito do C3b para C3bi que
funciona como uma opsonina, facilitando a ligacdo com receptores do
Complemento (CR1 e CR3) nos macréfagos (Bogdan et al., 1996 Bogdan;
Rollinghoff, 1998).

A ligacao aos receptores CR3 e CR1, bem como a entrada do parasito
via receptor de manose-fucose, que se liga aos residuos de manana do LPG
nao ativam os mecanismos oxidativos microbicidas dos fagocitos, facilitando a
entrada do parasito na célula-alvo ( Blackwell, 1985; Mosser et al., 1987).

Uma vez no interior das células fagociticas, os parasitos modulam o
micro-ambiente, a fim de estabelecer a infecgédo. A presenca das moléculas de
LPG também é responsavel pelo atraso na fusao do vacuolo parasitéforo com o
lisossomo, permitindo que a forma promastigota transforme-se em amastigota,
a qual é mais resistente a agdo de NO, ROS e ao pH acido (Zambrano-Villa et
al., 2002; Rodriguez et al.,2011). A presenga da gp63 promove a degradagao
das enzimas lisossomais presentes no fagolisossomo, promovendo a
persisténcia do parasito (Cunningham, 2002).

A infeccdo por L. amazonensis se caracteriza pela formagdo de um
grande vacuolo parasitéforo repleto de parasitos. Wilson e colaboradores

(2008) sugerem que estes vacuolos gigantes teriam acdo protetora aos
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protozoarios, diluindo os efeitos leishmanicidas de NO e ROS nas células
infectadas. Além disso, essas formas amastigotas sdo capazes de expor
fosfatidilserina em sua superficie. Esta molécula é expressa na superficie de
células em apoptose e seu reconhecimento leva a uma desativacao dos
fagécitos, caracterizada pela expressdo das citocinas anti-inflamatorias como
TGF-B e IL-10 e inibicdo da expressdo de citocina pro-inflamatéria TNF-a
(Wanderley et al., 2006; Wanderley ; Barcinski, 2010).

A modulagdo de citocinas também sdo mecanismos que auxiliam nas
estratégias de escape da defesa do hospedeiro. Leishmania spp. assim como
outros patdgenos intracelulares, sdo capazes de interferirem em vias de
sinalizagao como o fator de transcrigdo nuclear kB (NF-kB), proteina quinase C
(PKC) e proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK), inibindo a
producdo de IL-12 e do desenvolvimento da resposta Th1, estimulagdo da
producao das citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-B (Olivier et al., 2005).
Também €& capaz de reprimir a expressdao do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) ou até mesmo interferir com a carga
de antigenos apresentada em MHC Il (Fruth et al.,1993; Prine et al.,1993) e
diminuir a expressdo das moléculas co-estimulatérias como B7 -1 e CD40
(Kaye et al.,1994; Kamanaka et al., 1996; Zambrano-Villa et al., 2002; Olivier et
al., 2005; Mougneau et al.,2011).

1.5.1 Atividade da Enzima Arginase

Dentre os mecanismos de escape mais importantes apresentados por
estes tripanossomatideos refere-se a diminuicdo da atividade da enzima iNOS,
responsavel pela produgédo de NO, principal molécula leishmanicida gerada por
macréfagos ativados (Bogdan; Rollinghoff 1999).

A producao de NO é dependente da oxidagdo do aminoacido L-arginina
(Traylor; Sharma, 1992) (detalhado no item 1.7). No entanto, a L-arginina &
extremamente versatil, servindo como precursor para a sintese de diversos
compostos e pode ser modulada tanto por resposta Th1 na qual um aumento
na sintese de IFN-y induz a conversdo de L-arginina em NO mediada por
iINOS, quanto Th2 que promove a indugéo da arginase, uma metaloenzima que

utiliza esse aminoacido como substrato para produzir L-ornitina e uréia,
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modulando a disponibilidade de arginina nas células onde & expressa, levando
a diminuicdo da producdo de NO e consequentemente comprometendo o
papel de defesa do macrofago (Wu;Morris 1998; da Silva et al. 2008).

Além disso, Leishmania spp. é capaz de codificar sua propria arginase,
competindo diretamente com o hospedeiro pela L-arginina. Assim o parasito
utiliza a L-ornitina produzida por si proprio ou pelo hospedeiro para a sintese de
poliaminas necessarias para a replicagdo das amastigotas dentro do vacuolo

parasitéforo e assim progressao da infeccédo (Muleme et al., 2009).

1.6 TRATAMENTO

O tratamento atual da Leishmaniose se baseia na eliminagdo da forma
infectiva (amastigota) de Leishmania. Contudo, a localizagao intramacrofagica
desta forma, impossibilita uma atuacdo mais eficaz dos atuais farmacos. Tal
localizag&o do parasito € crucial para a susceptibilidade quimioterapica, que &
também influenciada pela presencga de transportadores mediadores do influxo e
do efluxo de drogas para as células (Rodrigues et al., 2006).

As formas de tratamento tém se baseado no uso de antimdnios
pentavalentes, como o antimonato de N-metil glucamina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sodio (Pentostam® da Glaxo ou Solustibosan® da Bayer)
que apresentam dificuldades de administracdo, alto custo e importantes efeitos
colaterais que incluem mialgia, artralgia, aumento sérico das enzimas
hepaticas, pancreatite, disfungcdo gastrintestinal, dores musculares difusas,
enrijecimento das articulagdes, arritmias, pancitopenia, insuficiéncia renal
reversivel e cardiotoxicidade. Aliado a isso, existem relatos de a cura clinica
nao ser acompanhada de cura parasitologica, pois tem sido observados
parasitos na cicatriz de individuos apoés tratamento (Lucumi et al., 1990; Rath et
al., 2003; Croft et al., 2005)

Outros farmacos como anfotericina B, pentamidina, miltefosine e a
paramomicina tém sido usados como alternativas nos casos de resisténcia aos
antimoniais, mas nao possuem um indice terapéutico tao favoravel e também

apresentam varias reagoes adversas (Bray et al., 2003; Berman, 2006).
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Outras variaveis que influenciam na descoberta de novos farmacos para
o tratamento da LTA é a diversidade de espécies de Leishmania no Brasil, o
que configura quadros clinicos variados, com respostas terapéuticas diversas.
Além disso, a desnutricdo e as co-infecgdes (Plasmodium sp, HIV, etc)
aumentam as taxas de mortalidade em consequéncia desta patologia (Paredes
et al.,, 2003). Principalmente quando individuos apresentam quadro de
imunocomprometimento e, portanto, tornam-se incapazes de eliminar os
parasitos pelo mecanismo natural de defesa.

Desta forma, o tratamento da LTA representa um grande desafio, porque
as drogas disponiveis apresentam elevada toxicidade e nenhuma delas tem
demonstrado ser plenamente eficaz (Falqueto; Sessa, 2005). A recidiva, a falha
terapéutica em pacientes imunodeprimidos e a resisténcia ao tratamento sao
fatores que motivam a busca por farmacos que apresentem acodes
leishmanicidas mais eficazes e menos toxicas ao paciente.

Acreditamos que uma terapia potencial para esta parasitose pode ser a
doacdao exogena da molécula leishmanicida NO, através de complexos
nitrosilados de ruténio, sem a necessidade de sua sintese a partir da L-arginina
por macrofagos. Associada a esta estratégia, os efeitos anti-inflamatérios
exercidos pela prépolis poderiam resolucionar os fendémenos fisiopatolégicos

desta doenga além de agir no reparo tecidual das lesdes leishmanidticas.

1.7 Oxipo NiTRICO

A producdo de NO como uma via efetora comum de defesa contra
Leishmania spp. tem sido documentada (Green et al., 1990; Melby et al., 1998;
Gantt et al., 2001). O NO em seu estado puro, sob condigbes normais de
temperatura e pressao, € um gas com habilidade de difundir-se livremente no
meio fisiolégico atravessando membranas sem a necessidade de canais ou
receptores, podendo colidir aproximadamente 10 bilhdes de vezes e deslocar-
se entre células por um raio de até 25um em menos de 1 segundo, seu tempo
de meia vida (Malinsk et al.,1993; Meleumans,1994; Lancaster, 2000; Pacher et
al., 2007).
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Esta molécula executa papéis importantes em diversos processos
fisiologicos, tais como, relaxamento da musculatura do endotélio, regulagdo do
sistema vascular e participagdo no sistema imunolégico principalmente como
agente microbicida de patégenos intracelulares (Lancaster, 2000).

No organismo, o oxido nitrico € produzido pela oxidagdo da L-arginina
que é convertida a L-citrulina, reagao catalisada pelas enzimas NO sintases
(NOS) (Traylor; Sharma, 1992). Existem trés isoformas conhecidas da NOS
sendo duas formas constitutivas dependente de ions calcio (Ca*™) e de
calmodulina (eNOS e nNOS) que estdo presentes em condigdes fisioldgicas e
uma forma indutivel (iNOS):

- Oxido Nitrico Sintase endotelial —(eNOS ou NOS3) gera os menores
niveis de NO e foi originalmente descoberto no endotélio vascular, mas
também €& encontrada em neurdnios, células epiteliais e cardiomiocitos
(Dudzinski; Michel, 2007). Esta intimamente relacionada com as forgas fisicas
importantes na fungcdo vascular, como tensdo de cisalhamento induzida por
fluxo sanguineo (Kone et al.,2003; Sessa, 2004).

- Oxido Nitrico Sintase neuronal (nNOS ou NOS1) é constitutivamente
presente em neurdnios, musculo esquelético e células epiteliais (Kone et
al.,2003).

- Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS ou NOS2) apresenta maior
capacidade para gerar NO. Esta isoforma é expressa em varios tipos de células
incluindo macrofagos, neutréfilos e fibroblastos, em resposta a estimulos
inflamatodrios, tais como endotoxinas e citocinas e esta permanentemente ativa
quando expressa, ou seja, € independente de Ca2+/calmodulina (Kone et
al.,2003; Kleinert et al., 2004).

A sintese de NO, envolve duas etapas. Na primeira, ocorre a
hidroxilagdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar NG-
hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacdo utiliza NADPH e oxigénio (Oy) e,
provavelmente, envolve o complexo heme da NOS. Na segunda etapa, ocorre
a conversdo da NHA em NO e L- citrulina (Dusse et al.,2003) (Figura 2).

A INOS remove de forma oxidativa o atomo de nitrogénio guanidino
terminal de L-arginina. Uma vez expressa a atividade da iNOS depende nao sé
da presenca da L-arginina, mas também dos cofatores NADPH, FAD, FMN e
tetrabiopterina (Fukuto, 1995; Stuehr,1997).
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Figura 2- Reacgao catalisada por iNOS. Fonte: Dusse et al., 2003.

No sistema imunoldgico, o NO é produzido em quantidades significativas
durante a resposta inflamatéria por macréfagos e outras células do sistema
imune, que expressam a iINOS. Esta sintese é estimulada por citocinas
inflamatorias como TNF-qa, IFN-y, IL-1 e IL-2, por produtos bacterianos (LPS), e
outras citocinas (Jorrens et al., 1995). O NO gerado pode associar-se com 0
anion superoéxido (O3), oriundo do “burst respiratério” para formar o peroxinitrito
(ONOQO), um potente agente oxidante de proteinas, lipideos de membrana e
DNA (Marletta, et al., 1988). Por outro lado, citocinas como TGF-3, IL-4, IL-10 e
IL-3 podem inibir a iINOS, consequentemente a producdo de NO por

macrofagos ativados (Jorrens et al., 1995).

1.7.1 Doadores de Oxido Nitrico na Leishmaniose

Como descrito no item 1.5.1 Leishmania spp. € capaz de sintetizar sua
prépria enzima arginase, competindo diretamente pela L-arginina, levando a
diminuicdo da produgdo de NO. Assim, uma alternativa seria o uso de
doadores exogenos de NO capazes de liberar estas moléculas de forma
controlada, ndo necessitando da arginina para sua sintese.

Estudos mostraram que doadores de NO utilizados contra formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania inibem a respiragcdo mitocondrial
do parasito (Mauél et al., 1997, Souza et al, 2006). Salvati e colaboradores
(2001) mostraram que culturas de promastigotas de L. infantum tratadas por

uma hora com a molécula doadora de NO, S-nitroso-N-acetilpenicilamina
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(SNAP), apresentaram 90% de reducdo no numero de parasitos. Holzmuller e
colaboradores (2002) exibiram este mesmo indice de reducdo em culturas
axénicas de amastigotas de L. amazonensis quando incubadas com albumina
nitrosilada (NO-BSA). A acdo do nitroprussiato de sodio, in vitro, também foi
relatada sobre formas promastigotas e amastigotas axénicas de L amazonensis
apresentando uma reduc¢ao no numero de parasitos de maneira dependente da
concentracao (Genestra et al.,2008).

O estudo com complexos metalicos de ruténio como liberadores de NO
em meio fisiolégico tem aumentado nos ultimos anos. Moléculas de NO podem
ser acopladas a uma molécula de ruténio formando tetraaminas de ruténio
nitrosiladas. Estes compostos sao metalofarmacos promissores visto que sao
soluveis em agua e estaveis em solugdo aquosa na presenca de oxigénio.
Além disto, estes compostos exibem baixa toxicidade in vitro (células V79) e in
vivo (Rodriguez et al., 1997; Torsoni et al., 2002; Silva et al. 2007).

Resultados in vitro e in vivo utillizando compostos trans-
[RUNO(NH3)4L]X3, (X = BF4- ou PF6- e L =imN, 4-pic, pz, py, P(OEt)3, L- hist,
isn, imC, nic, SO3 2-) contra Trypanosoma cruzi, demonstraram que estes sao
ativos contra o parasita sem promover danos a célula hospedeira (Silva et
al.,2007). Este mesmo composto apresentou efeito leishmanicida contra L.
major in vitro e in vivo reduzindo em 98% a carga parasitaria além de diminuir o
tamanho das lesdes leishmanidticas em camundongos BALB/c (Melo Pereira et
al., 2010).

Estes doadores de NO além de sua agdo microbicida apresentaram
efeito na atenuagdo do processo inflamatério em alguns modelos
experimentais. Guedes e colaboradores (2010) demonstraram que o
tratamento com o trans-[RuCl([15] aneN4)NO] * 2 sozinho ou associado com
benznidazol foram eficazes contra Trypanosoma cruzi € promoveu a redugao
da resposta inflamatdria no tecido cardiaco aumentando a sobrevivéncia do
hospedeiro. O tratamento com cis-[Ru(bpy). (NO)SO3] (PFe) apresentou efeito
fungicida e diminuiu a inflamagdo no modelo de paracoccidioidomicose
experimental (Pavanelli et al. 2011).

Associado a acao microbicida e anti-inflamatéria do NO, esta molécula
exerce um papel fundamental durante todo o processo de reparacao tecidual

incluindo angiogénese, deposicdo de matriz extracelular e remodelagdo do
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tecido (Luo; Shen, 2005; Isenberg et al., 2005; Soneja et al., 2005; Broughton
et al.,20006).

1.8 PROPOLIS

1.8.1 Defini¢do, Origem e Composigdo Quimica

A propolis é uma substancia resinosa, coletada e produzida por abelhas,
através da coleta de diversas partes das plantas, como dos ramos, flores,
polen, brotos e exsudados de arvores (Bankova, 2005). A palavra propolis tem
origem grega e significa “em defesa (pro) da cidade (polis)” (Ghisalberti, 1979).
Esta substancia é utilizada para a construgdo e manutencdo das colmeias
atuando como agente esterilizante, em vedagédo das paredes, protecéo, além
de ajudar na termorregulagao (Salatino et al., 2005).

No Brasil, varias espécies tem sido consideradas fontes vegetais para a
sintese da propolis. Sendo Araucaria angustifélia (Bertolini) Otto Kuntze
(“pinheiro-do-Parana”), Baccharis dracunculifolia D.C. (“alecrim do campo”) e
Eucapyptus citriodora Hook as principais fontes vegetais visitadas por abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.) no sudeste do Brasil, com preferéncia por B.
dracunculifolia como fonte vegetal de prépolis (Bankova et al.,1999; Teixeira et
al., 2005).

Em geral, prépolis in natura é composta por 30% de cera, 50% resina e
balsamos vegetais, 10% oleos aromaticos e essenciais, 5% pdlen, e 5% de
outras substancias (Burdock,1998; Bankova et al.,2000). A coloragdo da
propolis pode variar entre amarelo claro e vermelho escuro, passando pelo
verde e marrom, dependendo de fatores como: a origem vegetal e composigcao
quimica (Salatino et al., 2005). As substancias presentes na propolis
geralmente ndo aparecem na secregao coletada pelas abelhas, mas sim como
resultado de modificagbes enzimaticas apds secregdo das glandulas salivares
ou da adicao de cera e novos compostos, durante a elaboracéo da resina bruta
coletada (Burdock,1998). Em sua composi¢ao quimica, ja foram identificados
mais de 300 compostos sendo os principais componentes biologicamente
ativos na propolis brasileira: acidos diterpénicos e acidos p-cumaricos

prenilados, chalconas, acido benzoico, benzoaldeido, alcodis, acetona,



compostos fendlicos, acido cinamico, acido cafeico e derivados, di- e

triterpenos (de Castro, 2001).

1.8.2 Propriedades Biolégicas da Propolis

O grande numero de componentes quimicos encontrados na propolis
pode justificar a existéncia de inumeras atividades bioldgicas atribuidas a esse
produto, ou mesmo ao sinergismo entre alguns de seus componentes (Sforcin,
2009). Dentre as principais propriedades biolégicas encontram-se as
atividades: antibacteriana (Sforcin et al., 2000; Gonsales et al., 2006;
Scazzocchio et al., 2006), antiviral (Vynograd et al., 2000), antifungica (Murad
et al., 2002; Dota et al., 2011) anti-inflamatéria (Hu et al., 2005; Machado et al.,
2012) e imunomodulatéria (Sforcin et al., 2007).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, muitos autores tém relatado
estudos in vitro da atividade da propolis frente diferentes microorganismos,
como Staphylococcus aureus, Salmonella Thyphimurium, Candida albicans,
Trypanosoma cruzi, Giardia duodenalis e Leishmania (Viannia) braziliensis
(Higashi; Castro, 1994; Marcucci et al., 2001; Miorin et al.,2003; Uzel et al.,
2005; Dantas et al., 2006; Freitas et al. 2006; Saloméo et al.,2011; Silva et al.
2013).

Esta atividade tem sido atribuida a presenca dos flavondides e acidos
cafeico, benzdico e cindmico capazes de atuar na membrana ou parede celular
do microorganismo, causando danos funcionais e estruturais (Sforcin et al.,
2000; Castaldo; Capasso, 2002; Scazzocchio et al.,2005).

Os efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores de substancias
naturais tem sido considerados como terapias alternativas para o tratamento de
diversas doencgas. No caso da propolis, sabe-se que este composto € capaz de
diminuir a intensidade da resposta inflamatdria inibindo ou modulando fatores
envolvidos neste processo como citocinas, quimiocinas e prostaglandinas, em
diferentes modelos experimentais (Khayyal et al.,2003; Hu et al. 2005; Paulino
et al., 2006).

A prépolis apresentou efeito inibitério na produgéo dos mediadores NO e
prostaglandinas (Hu et al.,2005; Tan-No et al.,2006) e diminuiu a sintese de

citocinas pro-inflamatérias como IL-1[3, INF-y IL-6 e IL-12 em modelos murinos
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(Orsatti et al.,, 2010; Missima et al., 2010 ). Compostos isolados também
apresentam fungdes anti-inflamatérias como o éster fenetilico do acido cafeico
(CAPE) que é capaz de inibir a expressdo de iNOS, TNF-a, leucotrienos e
prostaglandinas devido a inibigdo da ciclooxigenase (COX) e afetar a ativagéo
do fator de transcrigdo nuclear NF-xB (Natarajan et al., 1996; Shin et al., 2004)

Ansorge e colaboradores (2003) demonstraram que a prépolis apresenta
efeito inibitorio sobre a proliferagdo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e células T humanas, reduz a sintese de citocinas pro
inflamatodrias IL-1PB, IL-12, IL-2 e IL-4 e induz a sintese de TGF-B.

Embora a propolis apresente acado anti-inflamatdria, dependendo do
modelo experimental e das condi¢oes adotadas, este produto pode apresentar
acao estimuladora. Em relagcdo a imunidade inata, a acdo da propolis sobre
macrofagos aumentou a capacidade fagocitica com indugdo da producéo de
H.O, (Orsi et al., 2000), estimulacdo da secregao de citocinas, tais como TNF-
a, além de melhorar a agao microbicida (Dimov et al., 1992; Ivanovska et al.,
1995 ; Orsi et al., 2000; Khayyal et al., 2003; Silva et al., 2013).

Alguns estudos tem relatado também o importante papel da prépolis na
cicatrizacao de lesbes em modelos animais evidenciando a reparacgao tecidual,
neo-formagao vascular, seguida de rapida regeneracdo do tecido. Assim, foi
demonstrado que o uso da propolis em feridas diminuiu o tempo de
cicatrizagcdo, acelerou o processo de regeneragao tissular além de oferecer
recuperacao dos tecidos lesionados por sua acdo antimicrobiana e anti-
inflamatdria (Bernardo et al., 1990; Peruchi et al., 2001; Barroso et al., 2012).

Neste contexto, o presente trabalho apresenta resultados obtidos da
terapia associada: composto de ruténio doador de Oxido nitrico cis-
[Ru(bpy)2imN(NO)](PFs); e extrato hidroalcodlico da prépolis brasileira em
infeccao experimental de camundongos BALB/c com formas promastigotas de

L. amazonensis.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da terapia associada: cis-[Ru(bpy)2imN(NO)](PFs);s e

extrato hidroalcodlico de propolis brasileira na leishmaniose experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar toxicidade hepatica em camundongos BALB/c submetidos ao
tratamento com a associagao I e propolis.

Analisar o desenvolvimento da lesdo dos grupos de camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis tratados ou n&o com a
associagao terapia associada I e propolis.

Avaliar o processo de hiperalgesia em camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis e tratados com I + proépolis.

Analisar quantitativamente e qualitativamente o perfil celular encontrado
na lesdo dos camundongos infectados apds o tratamento ou ndo com a
associagcado através das técnicas de Hematoxilina/Eosina (HE) e
Imunohistoquimica.

Determinar os niveis de fatores de transcricdo (STAT-3 e NF-«kB) e
citocinas (TNF-a, IL-10 e TGF-B) no tecido lesionado de camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis, tratados ou ndo com a
associagao I e propolis por western blotting

Quantificar os niveis de 6xido nitrico pelo método de Griess (Cadmio),

no tecido da pata infectada apds o tratamento com a terapia associada.
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ABSTRACT

Due to the parasite acquired resistance to available treatments and the high toxicity of
these drugs, there has been an increase in the search for new therapies for the treatment
of American Tegumentary Leishmaniasis. In this study, BALB/c mice were infected in
the hindpaw with Leishmania (Leishmania) amazonensis and subsequently treated with
the association of nitric oxide (NO) donor (cis-[Ru(bpy)imN(NO)](PF¢);) (I) and
Brazilian propolis. Histological and immunological effects were investigated and the
results demonstrated that this therapy increased efficiency of macrophages decreasing
the number of these parasited cells. In addition, these drugs associated were able to
induce wound healing, leading to control the evolution of BALB/c cutaneous lesions.
These results were reinforced by cytokines measurement at the lesion site. The
treatment with combined therapy for 30 days caused a reduction in the expression of the
proinflammatory cytokine TNF-a and increased expression of TGF-f1. Overall, our
experimental findings suggest that the association of NO donor I and Brazilian propolis
displays activity in the resolution of lesions caused by L. amazonensis in susceptible
mice and can be used as a candidate for the development of new approaches on

treatment of leishmaniasis.

Key Words: NO donor, propolis, leishmaniasis
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INTRODUCTION

Leishmania (Leishmania) amazonensis is an obligatory intracellular parasite of
mammal cells and the causative agent of Tegumentary American Leishmaniasis. The
infection occurs through the bite of infected phlebotomine sandfly and may result in
various clinical manifestations ranging from a single granulomatous lesion of skin at the
bite site to diffuse lesions, may or not affects the mucous membranes or even progress
for visceral disease '. These manifestations caused by this parasite species will depend
mainly on the host immune response '~.

The antiparasitic agent of first choice in Brazil since the 40s is Glucantime® (N-
methyl glucamine antimoniate); however, despite being used against all forms of
leishmaniasis, it presents serious limitations in the clinical practice’.

Experimental models have shown that the outcome of Leishmania infection is
critically dependent on the activation of one of the two subsets of CD4 T cells®. The
susceptibility to this disease is assigned to a Th2 immune response, which leads to
development and multiplication of the parasite’. On the other hand, the resistance is
established by preferential activation of Thl subpopulation of lymphocytes, which
produce IFN-y and TNF-a, which together lead to activation of macrophages, increased
activity of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and NADPH oxydase, with
consequent increase the production of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species
(ROS), respectively”’. Among the microbicidal mechanisms presented by phagocytic
cells, the production of NO has been cited as the most important for Leishmania spp.”.

8 For

Nevertheless, Leishmania  presents numerous escape mechanisms
instance, it can reduce NO production by macrophages increasing the expression of
arginase enzyme, which acts in the cleavage of L-arginine (precursor of NO production)
! Therefore, the parasite can multiply and escape of the microbicidal actions of the
host and on attempt to eliminate it and control the infection, there is an intense
activation of many defense mechanisms resulting in a strong inflammatory response,
increasing the tissue damage and exacerbation of injury'?,

Some authors have presented synthetic or natural substances with leishmanicidal
and even anti-inflammatory capacity as an alternative to conventional treatment. The
therapy with exogenous compounds that donate NO can be an important strategy for the
treatment of leishmaniasis. Some studies had already reported that NO donors can

inhibit the mitochondrial respiration in amastigote and promastigote forms of
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314 In this sense, Ruthenium NO donor

Leishmania, promoting the killer of parasite
complexes have emerged as potential therapeutic approach due to stability controlled
release, low toxicity and stable in aqueous media in the presence of oxygen, which are
liberated by reducing agents present in biological media'*'®.

In addition, propolis has been widely used in folk medicine, showing promising
results in several disease models has a great potential for protective immune response
against leishmaniasis'"'®. The major components of this bee product are phenolic
compounds (flavonoids, aromatic acids and benzopyranes), di- and triterpenes and

20,21

essential oils'’ that have already been described as anti-inflammatory and

22-25

immunomodulatory agent. Furthermore it has been shown that propolis increased

the generation of hydrogen peroxide, suggesting that this product modulates the
activation of macrophages and acts against intracellular parasite®®?’.

Since NO and propolis can play an important role in the genesis and control of
various parasites disease, the objective of this study was to evaluate the effect of the
combined therapy using NO donor cis-[Ru(bpy),imN(NO)](PFs); (I) where bpy = 2,2’-

bipyridine and imN = imidazole and Brazilian propolis during infection with

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

MATERIAL AND METHODS

Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/1989/166MJO) was used in
promastigote forms, on stationary growth phase (5 days) in all experiments. The
parasites were obtained from popliteal lymph nodes of L. amazonensis infected mice
and maintained in culture medium 199 (GIBCO® Invitrogen) supplemented with 10%
fetal bovine serum-FBS (GIBCO® Invitrogen), 1M Hepes, 0.1% human urine, 0.1% L-
glutamine, 10pg/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 25 cm?2 flasks.

Chemicals, drugs, and reagents
Propolis was collected in the Beekeeping Section of the Lageado Farm, Sao
Paulo State University (UNESP), Botucatu, SP, Brazil, fromApis mellifera L. colonies.

Propolis was ground and a 30% extract in 70% ethanol was prepared. Its chemical
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composition was analyzed using gas-chromatography (GC), gas 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.

NO donor compound cis-[Ru(bpy)imN(NO)](PF¢); (I) was synthesized as
described by Silva et al.”®. Glucantime® (N- methyl glucamine antimoniate) was

obtained from Aventis and DMSO from Sigma.

Animals and infection

Female BALB/c mice weighing approximately 25-30g, aged 6 - 8 weeks old
from the Institute Carlos Chagas-Fiocruz, Curitiba-PR, Brazil, were infected in the right
hindpaw with 1x10° L. amazonensis promastigote forms. Mice were kept under
pathogen-free conditions and used according to protocols approved by the institutional
Animal Care This study was approved by Londrina State University Ethics Committee

for Animal Experimentation (n. 56/2012).

Experimental procedures

A total of seven groups of 5 animals each were used (table 1). Five groups were
infected with L. amazonensis promastigote forms. The treatment started after lesion
appearance in all animals, which occurred 6-8 weeks post inoculation (p.i.). Propolis
diluted in PBS was administered p.o. at 5 mgkg" of body weight for 30 consecutive
days®’. T (0.385 pumol.kg™ day")* diluited in PBS 1% DMSO and Glucantime® (33
umol kg day') '* were given by i.p. injection for 30 consecutive days. The control
groups received PBS vehicle only (p.o.).

The lesion size (in mm, mean + SD) was measured weekly during the treatment
using a digital caliper (Starrett 799). At the end of therapy (84 days p.i.) animals were

euthanized. Blood serum was collected and injured hindpaw was excised for analysis.

AST and ALT levels

The levels of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase
(ALT) were used as markers of hepatocellular damage, and determined in blood serum
of groups I, II and VII by a colorimetric assay using a commercial kit from Labtest

Diagnéstica™ (Lagoa Santa, MG, Brazil).

Evaluation of hyperalgesia

51



Mechanical hyperalgesia was evaluated in mice as previously reported®’. Mice
were placed in acrylic cages with wire grid floors. The test consisted of evoking a
hindpaw flexion reflex with a handheld force transducer (electronic anesthesiometer;
IITC Life Science, Woodland Hills, CA) adapting with a 0.5-mm?” polypropylene tip.
The final value was obtained by averaging three measurements. The animals were tested
weekly before and during the treatments and the results of flexion-elicited threshold was

expressed by delta (A) withdrawal threshold in grams (g).

Histological analysis

The infected hindpaw of each animal was removed and divided in two
fragments. One fragment was washed in PBS and fixed in Bouin’s solution. Paw
fragments were decalcified during 45 days in EDTA 5% and processed for paraffin
embedding, sectioned (4um), stained with hematoxylin-eosin, and examined by light
microscopy. The cellular profile (macrophages, vacuolated macrophages, fibroblasts
and lymphocytes) was determined. The tissue sections of 5-6 mice from each group
were analyzed with a photomicroscope (Olympus, Miami, FL, USA) at a final
magnification of 200x. Five images from each mouse were captured using Motic
Images Plus v.2.0 (Motic China Group Co. Ltd., Xiamen, China). These images were
divided into four quadrants, two of which were randomly selected for cell quantification

with ImageJ 1.45s software (NIH, USA - 2011).

Immunohistochemistry

The paw sections were also analyzed by immunohistochemistry”' identifying T
CD4+ and T CD8+ lymphocytes by the labeled streptavidin—biotin method using an
LSAB kit (DAKO Japan, Kyoto, Japan). The paraffin-embedded sections were
deparaffinized and rehydrated, treated for 40 min with 2% BSA and incubated overnight
at 4°C with primary antibody (anti- CD4", anti- CD8" rabbit polyclonal antibody diluted
1:500, Sigma). Horseradish peroxidase activity was visualized by treatment with H>O,
and 3,30-diaminobenzidine (DAB) for 5 min. In the last step, the sections were weakly
counterstained with Harry’s hematoxylin (Merck). For each assay, negative controls
were prepared on serial sections. Intensity and localization of immuno-reactivities
against all primary antibodies used were examined on all sections using a microscope
(Olympus BX41, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan). As a negative control, the

primary antibody was omitted. For the image analysis study, photomicroscopic color
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slides of representative areas (objective lens x40) were digitally acquired. After
conversion of the images into grey scale (Adobe Photoshop) positive pixels and total
pixels were set to a consistent threshold and then the images were processed using
Image J program (NIH, USA). Positive immuno-stained area was calculated as a ratio of

positive pixels/total pixels (%).

Determination of cytokines profile by Western blotting

The other paw fragment was macerated and the supernatant was used to measure
the cytokines and transcription factor expressed in the lesion by Western blotting *2.
Supernatant samples were previously centrifuged and the content of total protein
determined by Lowry's method modified by Miller **. Supernatant samples were diluted
1:2000 in 0.9% NaCl and added to 300 pL of cupric reagent for 10 minutes. Afterwards,
the mixture was vortexed and added to 900 uL of Folin-Ciocaulteau's reagent and
maintained at 50° C in a water bath for 10 minutes. The absorbance was obtained from
reading the samples at 660 nm and the protein concentration obtained from the standard
curve of bovine serum albumin. Then, was added volume of sample corresponding to 20
ug of proteins for separation by gel electrophoresis in 10% acrylamide and transferred
to a nitrocellulose membrane *>. Membranes were blocked in 5% milk and incubated
overnight with antibodies p-NF-«B (p65), STAT-3, TNF-q, IL-10 and TGF-B1 diluted
1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, USA). Subsequently, the membranes were washed
in PBS-0.1% tween for 30 minutes and incubated with secondary antibody specific for
each primary antibody for 2 hours at room temperature (diluted 1:2000). The detection
of the bands of respective antibodies was performed using the ECL Plus kit (GE
Healthcare, United Kingdom). The images of the bands were scanned (Labscan

Software, EG Healthcare) and quantified in Image J software (NIH, USA).

Nitrite quantification as estimative of nitric oxide levels (NO)

Nitrite production in the sera and supernatants of macerated paws of non
infected and infected mice was measured by accumulation of nitrite, a NO metabolite.
The nitrite present in the samples was performed following the protocol used by Panis
et al. (2011)*". Aliquots (60 uL) were deproteinized with 50 uL of 75 mM ZnSO4 and
centrifuged at 9500 x g for 2 minutes. Then added 70 uL of 55mM NaOH (Merck) and

again centrifuged the sample at 9500 g, 5 min, 25° C. The supernatant was recovered
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and diluted in glycine buffer (45g/L pH 9.7, Merck) at a ratio of 1:5. Cadmium beads
(Fluka) were previously activated with 5 mM CuSOy solution in glycine—NaOH buffer
(15 g/L, pH 9.7, Merck) for 5 minutes and then added to the supernatant diluted sample
to incubation for 10 minutes. In this step, there was complete conversion of nitrate to
nitrite present in the sample. For detection of the levels of nitrite added to Griess
reagent (Reagent I: 50 mg of N-naphthylethylenediamine in 250 mL of distilled water;
Reagent II: 5 g of sulfanilic acid in 500 mL of 3M HCI, Sigma). The nitrite
concentration in the samples was obtained from the absorbance reading at 550 nm in

microplate reader. Results were expressed as uM of nitrite.

Statistical analysis

Results were expressed as the mean + errors of the means (SEM) and analyzed
with the Prism 5.0 statistical program (Graphpad Software, San Diego, CA), using the
Student’s t-test to all assays comparing with infected control. Differences were

considered significant when P < 0.05.

RESULTS

The treatment with I and propolis not promote hepatic lesions

In attempted to verify if the treatment I + propolis association daily for 30 days
presents toxic effect, the levels of hepatic enzymes ALT and AST was evaluated. Data
showed that the association did not increased ALT and AST levels when compared of

infected control group (Fig 1).

The association I and propolis delayed lesion development

To address the effect of combined therapy in the lesion development, mice were
infected with L. amazonensis and the lesion was monitored during 84 days p.i. One may
observe that the lesions of infected control group increased progressively over infection
and the ulcer size ranged from 9.7 to 12.5 mm. In contrast, the lesions in all treated
groups showed a significant slowly development compared to infected control.
Interestingly, the treatment with the association I + propolis, I and propolis was similar

to Glucantime® treated mice. Cutaneous lesions in treated animals were smaller than
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those in infected control and there was the establishment of an inflammatory process

with reduced severity of lesions (Fig 2).

The combined therapy I + propolis increased the macrophage and fibroblast
population

To investigate which cells were found in the epithelial lesion, after the treatment
with I and propolis, histological and immunohistochemical analyses were carried out.

There was a significant increase in macrophages number at the site of injury in
all the treated groups after 84 days p.i. (Fig 3A). The group treated with I +Propolis
showed smaller number of vacuolated macrophages (76.5%) than infected control group
(89%) (Fig 3B). In addition, mice treated with propolis (95.8%) and I (93%) showed
more parasites than other treated groups. These results suggest that the combined
therapy help macrophages to eliminate intracellular forms of L. amazonensis.

Furthermore, we verified that the animals treated with the association I +
propolis presented a considerable increase in fibroblasts number at the lesion site (Fig
3C). Moreover, the group that received propolis and Glucantime® alone presented a

decreased of this cell type in the lesions.

The association I plus propolis did not change the number of CD4 and CD8 T cell

A similar number of T cells in the tissues of infected control and Glucantime®™
group, however in mice treated with propolis, I and I + propolis, this population was
significantly diminished (Fig 3D).

Immunohistochemical studies using specific monoclonal antibodies for T CD4+
and T CD8+ have revealed that the combined therapy did not induce CD4 and CDS8
recruitment to the lesion (Fig 4). Nevertheless, the treatment with propolis and
Glucantime® only was able of to increase T CD4 “cells and T CD8", respectively (Fig

4).

The associated therapy modulates cytokines production

In an attempt to verify wether the association of I + propolis modulates the
cytokines production, we initially investigated the signaling pathways involved during
the infection. The analysis of protein markers expression NF-xB (p65), TGF-B1, TNF-
o, STAT-3 and IL-10was performed using the supernatant of macerated hindpaw. All

markers had their expression significantly altered during infection (Fig 5).
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Glucantime® treatment caused a significant increase in NF-xB and IL-10
expression compared to infected control group. The expression levels of TGF-f1, TNF-
o and STAT-3 were not affected.

The animals treated with propolis showed a significant increase in expression of
NF-kB, TNF-a and STAT-3, associated with a reduced expression of TGF-Bland IL-
10, compared to infected control. The I treated group resulted in an increased
expression of NF-«kB, STAT-3 and TGF-B1 with concomitant reduction in the
expression of TNF-a and IL-10 compared to the infected control.

The treatment with the association I + propolis for 30 days caused a reduction in
expression of NF-kB, TNF-a and IL-10 and increased expression of TGF-f1 and
STAT-3, compared to the group infected untreated.

The association increased NO levels in the site of the lesion

It is known that NO can directly and indirectly modulate the immune response
through diverse mechanisms such as mediating microbicidal effects of NO-derived free
radicals. The association administration clearly increased NO production compared to
infected control, but treatment with Glucantime®, propolis and I only, did not affect the
production of NO in lesion tissue (Fig 6). It is important to note that the infection itself

was able to increase the NO levels when compared to the uninfected control.

DISCUSSION

The inflammatory response observed during Leishmaniasis is essential for
eliminating the parasite but uncontrolled or continued inflammation is correlated with
extended collateral damage and may constitute a crucial factor for the development of
features of chronic disease (deforming ulcers) and subsequent morbidity'>**.
Glucantime® is the basis of leishmaniasis therapy worldwide for over 70 years,

333 Therefore,

however this drug increased parasite resistance and severe side effects
the development of new therapeutic approaches to eliminate parasite and control
exacerbated inflammation is a challenge.

The study revealed new perspectives for the therapy of experimental cutaneous

leishmaniasis to make use of the combined therapy NO and propolis. Data demonstrated
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that this associated therapy was capable to increase the efficiency of macrophage
population, consequently decreasing the number these parasited load.

Leishmania is an obligatory intracellular pathogen which infects mainly
macrophages which are specialized for the destruction of invading pathogens®. During
various years, several works has confirmed that NO is involved in death of many
microorganisms and this molecule is the main death effector produced by macrophages
against Leishmania amastigotes >*°.

However, L. amazonensis adopted various defense mechanisms to deal with

oxidative stress and inhibit NO production '

. Therefore, taking into account that NO is
crucial in parasite killing and it is a target to Leishmania; therapeutic approaches that
use NO-releasing compounds associated with compounds that presents anti-
inflammatory properties could improve the protective immune response and resolution
of Leishmania infection .

There is significant evidence suggesting that NO plays an important role in a
variety of physiological and pathological processes (reviewed in Pacher et al., 2007°).
Several studies also reported that propolis presents important properties like
antimicrobial®®, leishmanicidal®, anti-inflammatory® and immunomodulatory”>**%.

In fact, the analysis of the cellular profile of the infected footpad at 84 days p. i.
showed that all treatments resulted in the recruitment of macrophages, and mainly
vacuolated macrophages filled with amastigotes (Fig 3A). In agreement caffeoylquinic
acid derivatives, a propolis compound, enhance the motility and spreading of
macrophages®'.

Despite the similar recruitment of macrophages to wound site, only the group
treated with association I + propolis was efficient to control parasitic burden in this cell
type (Fig 3B). Thus one could infer that the association acted synergistically enhancing
the leishmanicidal effect of propolis and NO released by NO-donors, which reduced
parasite count and inflammation (Fig 2).

In experimental leishmaniasis, some compounds such prenylated and
benzophenones ** have already been associated with the inhibition of amastigotes
proliferation by macrophage activation or by direct effect on promastigote forms
(caffeic acid, p-coumaric acid, aromadendrine-4'-methyl ether, 3-prenyl-p-coumaric and
3,5-diprenyl-p-coumaric)®’. Our group also reveled that macrophages pretreated with
Brazilian propolis and infected with L. braziliensis in vitro showed a significant

increase in ingestion and killing of amastigotes forms™ .
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The leishmanicidal effects of NO donors against L. major were demonstrated in
vitro and in vivo treated with trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)313. L. amazonensis when co-
cultured with sodium nitroprusside in vitro, also demonstrated a decrease in the number
of promastigotes and axenic amastigotes in a concentration-dependent manner **.

Cytokines are also essentials in leishmaniasis control®. In this study, we showed
that the combined therapy promoted increased in TGF-B1 and STAT-3 expression in the
infection loci. However, expression of TNF-a, IL-10 and NF-kB was lower in these
animals when compared to infected control (Fig 5).

The invasion of host cells by pathogens triggers the induction of transcription
nuclear factor NF-kB which induces genes coding of various pro-inflammatory

46,47 .
' This frame

cytokines, including TNF-a, chemokines and co-stimulatory molecules
shows that although there has been a decrease in the levels of NF-kB and TNF-a, there
was a reduction in parasitic load (Fig 3B), probably by direct action of the associated
treatment on amastigote forms.

Pavanelli et al. (2011)*® observed that the treatment with cis-
[Ru(bpy)2(NO)SO;](PF¢) decreased TNF-a production and consequently inflammation
in paracoccidioidomycosis infection model. The reduced production of TNF- a, IL-10
and INF-y was also associated with reduced myocarditis in mice treated with Ruthenium
NO donor in Chaga’s infected model*

The increase in TGF-B1 and STAT-3 expression reinforce the occurrence of
anti-inflammatory effect, healing frame and tissue repair. Attenuated inflammatory
response was observed in our model because the recruitment of lymphocytes to the
injury was decreased (Fig 3D and 4). It is possible that this profile found in the paw of
animals treated with combined therapy was due in part to the reduced burden parasites
found in vacuole macrophage (Fig 3B) and to the presence of TGF-B1, NO and
flavonoids found in propolis extract which have inhibitory effects on T cell

proliferation®*>%""

. Together data suggest that the association is crucial in modulating
the local inflammatory response, exerting both regulatory and effectors roles during the
parasite elimination.

Besides, Ansorge et al. (2003)°* showed that Germany propolis was able to
induce TGF-B synthesis by human T cells. Ogata et al. (2006)>® propose that STAT3
up regulates TGF-B1which is an important signal for the initiation of healing cascade by

attracting macrophages >*.
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Propolis, NO and TGF-B1 play central roles in wound healing, and can cross-
regulate each other’>°. In addition, TGF-B1 promotes the chemotaxis of fibroblasts and
muscle cells to the site of injury, confirming our results (Fig 3D), suggesting that this
association might also play a significant role in remodeling phase of leishmaniasis
disease. The synergistic signals are a vigorous response matrix-producing cells to
provide a rapid deposition of remodeling tissue at the lesion site during the proliferative
phase which follows the inflammation®’.

In recent years, NO has emerged as a critical molecule in wound healing. In
most studies, treatment with NO donors, dietary L-arginine or iNOS overexpression via
gene therapy, increases collagen content of experimental wounds®>®. Potentiating this
effect, propolis extract is remarkably used in dermatology for wound healing, burn and
external ulcers treatment, healing time reduction, wound contraction increase and tissue
repair acceleration®’

Finally, in order to verify whether the combined therapy could modulate
inflammatory pain, hyperalgesia was evaluated in both groups during the 30 days of
treatment. Corroborating Haber et al. (2009)*?, animals showed pain in the infected
foot, however, all treatments were not able to decrease this threshold (data not shown).
Nevertheless our group recently demonstrated that a similar ruthenium complex has
analgesic effect on inflammatory pain®, this difference may be due the chemical
composition of this compound and the dose, which was approximately 12 fold lower
than the present study.

Our results clearly show that the combined therapy resulted in the improvement
of the inflammatory response, protected the tissue damage and significantly promoted a
preservation of the tissue. In summary, the data obtained strongly suggest that the
association Cis-[Ru(NO)(bpy)2imN]( PF¢); plus Brazilian propolis is effective against L.
amazonensis in vivo, permitting infer that this combined therapy can be an alternative

for the treatment of leishmaniasis.
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TABLE

Table 1.Animal groups and respective treatments.

Group Infection Treatment

I (Control) No Vehicle

II (Infected Control) Yes' Vehicle

I Yes' Glucantime®
v Yes" Propolis

\% Yes’ |

VI Yes' Propolis + 1
VII No Propolis + 1

"Mice infected in the left footpad with 1 x 10°Leishmania amazonensis promastigote
forms
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Fig 3 - Effect of treatment with I + propolis or saline on ALT and AST levels. BALB/c
mice were treated with T (0.385 pmol.kg™ day™, i.p.) and propolis (5 mgkg™, p.o) for
30 consecutive days. ALT and AST were measured 24 hrs after the last treatment day (n
= 5-6). Results are expressed as means = SEM * indicates P < 0.05 versus control.
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Fig 4 - Effect of I and propolis on lesion development in BALB/c mice infected with L.
amazonensis. Animals were inoculated in the right hindpaw with 1 x 10° promastigote
forms. After eight weeks of infection, mice were treated with saline (i.p.) (W),
Glucantime® (33 pmol.kg™ day™, i.p.) (O0), Propolis (5 mg.kg” day™, p.o.) (¥),I (0.385
umol kg™ day™, i.p.) () or Propolis + I (5 mg.kg ™' day™, p.o + 0.385umol.kg™" day™,
i.p.) (O) for 4 weeks. The results represent the mean + SEM of lesion size for each
group (n=5-6). Significant difference relative to the infected control * P<0.05 and **
P<0.01 unpaired t-test.
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Fig S - Histological analysis of mice infected paws at 12 weeks post-infection. BALB/c
mice were infected with 1x10° promastigotes of L. amazonensis in the right hindpaw
and treated with I (0.385 pmol.kg” day’,ip.), propolis (5 mgkg' day’, p.o.) or
Glucantime (33 pmolkg’ day”, i.p.) for 4 weeks post lesion appearance. The paw
sections (HE) were analyzed for A) number of macrophages, B) % vacuolated
macrophages, C) fibroblasts and D) lymphocytes at a final magnification of 200x. The
dotted line (--) represents the uninfected control. Bars represent the mean + SEM (n=5-
6). Significant difference relative to the infected control ** P<0.05, *** P<0.01 and
P <0.0001.

67



w
1

N
1

4" (IHC score)

CD

w
1

Infected Control
Glucantime®

PrOé)oIis
PF
PF6 + Propolis

++

n
1

cbhs* (IHC score)

L
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Fig 7 — Effect of I and propolis on cytokines and transcription factor expressed in
supernatant of BALB/c macerated paw. After 30 days of treatments, the infected paw
was macerated and the levels of A) NF-kB, B) STAT-3, C) TNF-a, D) IL-10 and E)
TGF-B were determined by western blotting. The results represent the mean =SEM of
three experiment. The dotted line (--) represents the uninfected control. Significant
difference relative to infected control *'* P<0.05, okl P<0.01, %P 0001.
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Fig 8 - NO was estimated by measuring nitrite levels in supernatant of macerated paw
employing the cadmium—copper system followed by Griess reaction. The dotted line (--
) represents the uninfected control. The result is expressed as the mean + SEM from 5-6
animals per group. 'P < 0.05 compared with infected control.
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