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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitaria causada pelo protozoario
Leishmania com diversas de manifestagBes clinicas. A Organizacdo Mundial da
Saude estima que 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao parasito. E um grave
problema de salude publica, sendo uma das dez endemias consideradas
negligenciadas. O tratamento disponivel se baseia em farmacos de alto custo,
causando sério efeitos colaterais, dificuldades na administracdo, além de ja ter sido
relatado o surgimento de cepas resistentes. Com isso, a busca por novas
alternativas terapéuticas que possam apresentar uma a¢ao mais eficaz, sem causar
efeitos colaterais aos pacientes, tém sido investigado por muitos pesquisadores.
Diversos trabalhos ja demonstraram os efeitos benéficos das B-glucanas fungicas
tais como atividade antiproliferativa sob linhagens tumorais, protecdo contra
infeccdes bacterianas e parasitarias. Dentre estas, a botriosferana g (1—3; 1—6) D-
glucana tem mostrado promissora atividade biolégica por apresentar propriedades
antiproliferativas, pro-apoptotica, antioxidante, quimiopreventiva, anticoagulante,
anticlastogénica, hipoglicémica e hipocolesterolémica. O nosso obijetivo foi avaliar in
vitro o efeito da botriosferana sobre formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis, bem como elucidar seu mecanismo de a¢do. A atividade
direta da botriosferana sobre formas promastigotas foi avaliada in vitro por contagem
em camara de Neubauer em 24, 48 e 72 horas, e observamos que em todos 0s
periodos houve inibicdo da proliferacdo. Adicionalmente, nés observamos que o
composto induziu uma producéo de oxido nitrico (NO), hiperpolarizacdo do potencial
de membrana mitocondrial, aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
acumulo de corpos lipidicos, desecadeando processo autofagico por
monodansilcadaverina, danos a membrana do parasito e exposicdo de
fosfatidilserina. Com isso, foi visto que a maioria dos parasitas passavam por um
processo de apoptose-like. Além disso, o intervalo de concentracdes utilizadas nao
alterou a viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
eritrocitos ovinos. Também observamos que a botriosferana foi capaz de reduzir o
namero de macrofagos infectados e o nimero de amastigotas por macrofagos,
promovendo a producdo de citocinas como TNF-a e IL-6 e consequentemente
aumentando a producéo de EROs e NO. Com base nos dados obtidos, é possivel
inferir que a botriosferana B (1—3; 1—6) D-glucana exerce efeito leishmanicida,
atuando nas formas promastigotas através de processos autofagicos e apoptoticos e
em formas intracelulares/amastigotas induzindo o aumento de espécies reativas de
oxigénio e Oxido nitrico nas maiores concentracoes.

Palavras-chave: Leishmaniose. Beta-glucana. Tratamento. Apoptose.



CARLOTO, Amanda Cristina Machado. In vitro activity of beta-glucan
botryosphaeran on promastigotes and amastigotes forms of Leishmania
(Leishmania) amazonensis. 2020. 73 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Leishmaniasis is na infectious-parasitic disease caused by the protozoan Leishmania
vith several clinical manifestations. The World Health Organization estimates that 350
million people are exposed to the parasite. It is a serious public health problem, being
one of the ten endemic diseases considered neglected. The available treatment is
based on high-cost drugs, causing serious side effects, difficulties in the
administration, in addition to having been reported the emergence of resistant strains.
Thus, the search for new therapeutic alternatives that can present a more effective
action, without causing side effects to patients, has been the object of study by many
researchers.Several studies have already demonstrated the beneficial effects of
fungal B-glucans such as antiproliferative activity in various tumor cell lines,
protection against bacterial and parasitic infections. Among these, the botryosphaeran
B (1—3; 1—-6) D-glucan has show promising biological activity by having
antiproliferative properties, pro-apoptotic,  antioxidant, = chemopreventive,
anticoagulant, anticlastogenic, hypoglycemic and hypocholesterolemic. Our objetive
was to evaluate in vitro the effect of botryosphaeran on promastigote and amastigote
forms of L. amazonensis, as well as to elucidate its mechanisms of action. The direct
activity of botryosphaeran on promastigotes forms was evaluated in vitro by counting
in a Neubauer chamber at 24, 48 and 72 hours, and we observed that proliferation
was inhibited in all periods. Additionally, we observed that the compound induced a
production of nitric oxide (NO), hyperpolarization of the mitochondrial membrane
potential, increase in reactive oxygen species (ROS) and accumulation of lipid
droplets, triggering na autophagic process by monodansylcadaverine, damage to the
parasite membrane and phosphatidylserine exposure. Thus, it was seen that most of
the parasites passed by na apoptosis-like process. In addition, the range of
concentrations used did not alter the viability of peritoneal macrophages from BALB/c
mice and sheep erythrocytes. We also observed that botryosphaeran was able to
reduce the number of infected macrophages and the number of amastigotes per
macrophage, promoting the production of cytokines such as TNF-a and IL-6 and
consequently affecting the production of ROS and NO. Based on the obtained data, it
is possible to infer that botryosphaeran B (1—3; 1—6) D-glucan exerts a
leishmanicidal effect, acting on promastigotes forms through autophagic and
apoptotic processes and in intracellular/amastigotes forms inducing the increase of
species reactive oxygen and nitric oxide in the highest concentrations.

Key words: Leishmaniasis. Beta-glucan. Treatment. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

Leishmanioses sdo um conjunto de doencgas de carater zoondtica causadas
por protozoarios de pelo menos 20 espécies do género Leishmania, a qual sdo transmitidas
entre hospedeiros mamiferos por meio da picada do inseto flebotomineo (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018). Apresentam diversas manifestacdes clinicas como forma cutanea,
mucocutanea, difusa e visceral (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Essa variacdo é decorrente
principalmente da espécie de Leishmania envolvida, variando em gravidade, desde lesGes
cutneas autocuraveis até doencas viscerais com risco de vida, como também a interacdo
das caracteristicas do parasita, biologia do vetor e fatores do hospedeiro, como
susceptibilidade, idade, estado nutricional e resposta imunoldgica (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

Este complexo é um grave problema de salude publica mundial, sendo uma
das dez endemias consideradas negligenciadas e ocupa o0 segundo lugar entre as seis
doencas infecto-parasitarias mais frequentes no mundo. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao parasito (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose tegumentar (LT) possui ampla distribuicdo mundial, pois esta
presente em 88 paises distribuidos em quatro continentes. A maioria dos casos ocorre no
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia e Republica Arabe da Siria. E predominantemente
urbana e periurbana, caracterizada por grandes surtos em cidades densamente povoadas,
especialmente em zonas de guerra e conflitos, campos de refugiados e em locais onde ha
migracao de popula¢des em larga escala (WHO, 2019). No continente americano ha registros
de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecao do
Uruguai e Chile (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No Brasil, é considerada endémica e possui uma das maiores taxas de
notificacdo em relacdo aos outros paises, sendo confirmado em todos os estados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A partir da década de 1980, verificou-se um aumento no
namero de casos registrados, variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). Observaram-se picos
de transmissao a cada cinco anos, apresentando tendéncia de aumento do nimero de casos
a partir do ano de 1985, quando se solidifica a implantacao das a¢8es de vigilancia e controle
da LT no pais. No periodo de 1995 a 2014, verificou-se uma média anual de 25.763 novos

casos registrados e coeficiente de deteccdo médio de 14,7 casos/100 mil habitantes,
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verificando-se coeficiente mais elevado no ano de 1995, quando atingiu 22,94 casos por 100

mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Além disso, foi possivel observar um padréo
ciclico no Brasil, onde existe um pico de incidéncia a cada 5 anos que esta relacionado com
alteracdes nos padrdes de chuva e umidade, afetando assim vetores e reservatérios (DETONI
et al., 2019).

No estado do Parani, a LT também possui carater endémico com
notificacdo em 276 dos 399 municipios e alta prevaléncia nas regides norte e oeste, contudo
ainda faltam informacdes detalhadas (MONTEIRO et al., 2008). Em 2012, dados do Sistema
de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), confirmaram 167 casos notificados no
estado (Ministério da Salde/SVS — Sistema de Informacado de Agravos de Notificacdo — Sinan
Net, 2012). Um estudo realizado por Detoni et al. (2019) mostraram que no ano de 2014 houve
108 casos de LTA no norte do Parand, tendo um carater endémico e afetando principalmente
trabalhadores agricolas do sexo masculino.

1.3 AGENTE ETIoLOGICO E CicLO BIOLOGICO

Leishmania é um protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (REY, 1992). E um organismo unicelular e possui morfologia variavel. No
Brasil, foram identificadas sete espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, e identificadas apenas nos
estados das regides Norte e Nordeste, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
lindenberg, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) shawi. S&o transmitidos pela
fémea do inseto vetor flebotomineo, pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia, conhecidos popularmente, dependendo da
regiao, como mosquito-palha, tatuquira e birigui. No Brasil, as principais espécies encontradas
sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei e L.
migonei (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O parasito possui um ciclo biolégico digenético, se reproduzem por divisdo
binaria e envolvem um hospedeiro mamifero e um vetor. Apresenta durante o ciclo, morfologia

variavel, promastigotas e amastigotas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). As formas
promastigotas sao alongadas e possuem flagelo livre, utilizado para sua mobilidade,
sobrevivéncia e transmissao, ligado ao cinetoplasto (mitocéndria Unica que contém o DNA
mitocondrial) encontrado na parte anterior do corpo celular. E a forma infectante, encontrada
no tubo digestivo do inseto vetor. Diferentemente, as formas amastigotas séo arredondadas,
com flagelo rudimentar, no entanto sem fungéo de mobilidade. S&do observadas principalmente
em macrofagos teciduais de hospedeiros vertebrados (GLUENZ; GINGER; MCKEAN, 2010).

O ciclo se inicia quando fémeas de fleb6étomos infectados durante a
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alimentacdo, inocula junto com saliva e fluidos digestivos, as formas promastigotas

metaciclicas (Figura 1). Estas interagem com proteinas do soro, sistema complemento e
receptores de células hospedeiras. A saliva possui diversos agentes quimioatrativos, havendo
uma intensdo migragao de neutréfilos e macréfagos para o local da picada. Estes neutréfilos
podem agir como “cavalo de tréia”, onde parasitos sobrevivem em seu interior, porém em
pouco tempo estas células sofrem apoptose e rapidamente sdo internalizadas por macrofagos
e células dendriticas sem desencadear mecanismos microbicidas (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2008; PETERS et al., 2008a). Células dendriticas também sao
capazes de se infectar, tornando-se maduras e migrando para o linfonodo onde véo
apresentar antigenos para linfocitos, além disso, produzem interleucina (IL)-12, importante
citocina para inducéo de uma resposta T auxiliar 1 (Th1) no hospedeiro (BOGGIATTO et al.,
2009; KAYE; SCOTT, 2011).

Os macrofagos sdo as principais células envolvidas nesta infeccgéo,
sobrevivéncia, replicacéo e diferenciacdo do parasito (LIU; UZONNA, 2012). Apresentam uma
variedade de receptores que se ligam a padrbes moleculares presente na superficie do
parasito, como lipofosfoglicanos (LPG) e metaloproteinase gp63 kDa (gp63). Através da
emissao de pseudopodes, fagocitam as promastigotas. Apés a internalizacdo, ha a formacao
de um vacuolo parasitéforo, que ao se fusionar com o lisossomo, forma o fagolisossomo, que
possui um baixo pH. No entanto, o parasito € capaz de retardar essa fusdo, para
primeiramente se diferenciar de promastigotas para amastigotas. Assim, estas formas se
multiplicam por divisdo binaria. A proliferagdo destas formas, induz a ruptura dos macrofagos.
Os parasitos liberados podem infectar novos macréfagos ou um flebotomineo durante o
repasto sanguineo (KAYE; SCOTT, 2011).

Quando um flebotomineo se infecta através do repasto sanguineo, onde
juntamente com o sangue ou linfa, ingere também macréfagos periféricos infectados com
formas amastigotas. No tubo digestivo do mosquisto, essas formas séo liberadas e se
diferenciam em promastigotas prociclicas, se multiplicando por divisdo binaria e em grande
namero diferenciam-se em promastigotas metaciclicas infectantes. Migram do intestino médio
para as glandulas salivares, prontas para serem inoculadas em um novo hospedeiro (KAYE;
SCOTT, 2011; PONTE-SUCRE, 2003).
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Figura 1: Ciclo bioldgico do protozoario transmissor da Leishmaniose Tegumentar Americana
adaptado de Borghi et al. (2017). (1) Durante o repasto sanguineo, fémeas de mosquistos
flebotomineos inoculam formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro; (2) na derme do
hospedeiro vertebrado, os parasitos séo fagocitados por macrofagos; (3) no interior dos macréfagos,
formas promastigotas se diferenciam em amastigotas se multiplicando por divisdo binéria; (4) apés
multiplicacdo, as amastigotas sao liberadas apoés a lise celular; (5) o ciclo se completa quando outro
flebotomineo ingere fagécitos infectados durante o repasto sanguineo; (6) no interior do seu intestino,
as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas; (7) os parasitos se multiplicam e diferenciam-

se em promastigotas metaciclicas, que migram para a probéscide do inseto.

1.4 INTERAGAO PARASITO-HOSPEDEIRO E RESPOSTA IMUNE

A resposta imune é um fator crucial para o desfecho clinico. A instalacédo no
hospedeiro depende de sua capacidade de se estabelecer no interior de fagocitos durante as
primeiras horas apés infeccdo (GENARO, 2005). A saliva do vetor é fundamental nesse
estagio, pois possui um efeito imunomodulador contribuindo com o aumento da infectividade
dos parasitos, além de atrair fagécitos para o local da inoculagdo (ROSSI; FASEL, 2017). No
local da picada, ocorre intensa migracdo, primeiramente de neutréfilos, seguido por
macrofagos, a principal célula envolvida na defesa (PETERS et al., 2008b).

O parasito possui diversos escapes capazes de subverter 0s mecanismos
microbicidas do hospedeiro. O primeiro é a capacidade das formas promastigotas inativarem
os componentes C3, C5 e C9 dos sistema Complemento, através das moléculas presentes
na sua superficie, como LPG e gp63. Com isso, impedem a fixagdo do complexo de ataque a

membrana do complemento (MAC) e a formacao de poros na superficie do parasita. Etapas
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anteriores do sistema Complemento podem contribuir para a entrada do parasito nos

macrofagos. A geracdo de opsoninas C3b e C3bi, ligam-se a superficie de Leishmania,
facilitando a ligacdo com receptores do Complemento tipo 1 e 3 (CR1 e CR3) nos macréfagos,
sem desencadear o “burst” oxidativo e prejudicando a produgdo de citocinas. Essa
internalizacdo das formas promastigotas, inicia o0 processo de maturacdo e fusdo do
fagossomo com lisossomos, originando o fagolisossomo, constituido por varias hidrolases
acidas ativas. No entanto, a presenca do LPG é capaz de retardar esta fusdo na intencao de
completar a diferenciacdo de promastigotas para amastigotas, formas mais adaptadas ao pH
encontrado no fagolisossomo (FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012).

As respostas mais eficazes dos macrofagos contra a infeccdo por
Leishmania s&o a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). Os produtores destas espécies se da através da enzima fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidase 2 (NOX2) e 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) ap6s a ativacdo dos macrofagos. Essa ativagdo, leva ao aumento de citocinas como
interferon y (IFN-y) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a liberagao de superoxidos (O2) e
oxido nitrico (NO), visando a eliminagdo do invasor sem danificar a célula hospedeira. No
entanto, estes parasitos desenvolveram estratégias capazes de interferir neste processo
(ROSSI; FASEL, 2017).

O LPG presente na superficie do parasito o protege contra EROs e ERNSs,
sendo mais espessa nas amastigotas, como também atrasa a montagem de NOX2, evitando
a producao de O". Além disso, a Leishmania pode induzir macréfagos para produzir arginase,
competindo com iINOS pela arginina. A arginina € um aminoacido fundamental para
sobrevivéncia do parasito, assim ele utiliza no seu metabolismo ao mesmo tempo que diminui
a producéo de NO (ROSSI; FASEL, 2017; VAN ASSCHE et al., 2011).

Quando o parasita é fagocitado, as células da imunidade inata reagem
produzindo citocias que moldam o deselvolvimento da imunidade adaptativa (ROSSI; FASEL,
2017). O desenvolvimento do quadro clinico esta intimamente relacionado com a resposta
imune adaptativa, com consequente aumento de linfécitos T CD4+ (MATTNER et al., 1996).
Para melhor compreensao sobre fendtipos de resisténcia ou susceptibilidade ao parasito,
foram desenvolvidos estudos em modelos murinos. Dependendo da espécie de Leishmania
envolvida e seu hospedeiro, a resposta imunolégica possui um perfil de citocinas Thl ou Th2
(SCOTT; NOVAIS, 2016; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

Essa polarizagdo é bem estabelecida em modelo murino causada por
Leishmania major. Na linhagem C57BL/6 é estabelecida pela ativacdo preferencial da
subpopulacéo de linfocitos Thl, que por sua vez produzem diversas citocinas, principalmente
INF-y e TNF-a, que em conjunto levam a ativagdo dos macrofagos desencadeando o “burst

oxidativo” formando moléculas altamente reativas como EROs e ERNs, como O, e NO,
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moléculas microbicidas envolvidas na eliminacdo deste parasito (CUNNINGHAM, 2002;

SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). A susceptibilidade em camundongos BALB/c é baseada
na ativacao preferencial da subpopulacdo Th2, com producdo de IL-4, IL-10 e IL-13 e
suprimindo a resposta Thl, com consequente aumento da proliferagdo do parasito
(MURAILLE; LEO; MOSER, 2014). Essa polarizagdo Th1/Th2 é muito semelhante ao que
ocorre na leishmaniose cutanea (LC) autolimitante em humanos (TRIPATHI; SINGH; NAIK,
2007). No entanto, diferentes espécies de Leishmania desencadeiam respostas imunes
distintas, diferente da polarizacéo classica Th1/Th2 (MENDONGCA, 2016).

A infecgdo de camundongos susceptiveis por L. amazonensis é diferente da
por L. major, onde as lesbes cutaneas sdo progressivas na maioria das linhagens de
camundongos. Observou-se que esta espécie de parasito consegue impedir a producao
precoce de citocinas inflamatérias e quimiocinas, impedindo o desenvolvimento de células
Th1 especificas ao antigeno na presenca de baixos niveis de citocinas Th2 (JI; SUN; SOONG,
2003). Tomiotto-Pelissier et al. (2018) revisaram que diferentes espécies de Leishmania
exibem fatores de viruléncia que podem subverter 0os mecanismos microbicidas do
hospedeiro, favorecendo a proliferagdo do parasito devido & uma polarizagdo para
macroéfagos tipo 2 (M2) nos estagios iniciais da infeccdo. Em periodos posteriores, haveria
uma polarizagédo para macrofagos tipo 1 (M1) gerando uma resposta exacerbada, levando ao

agravamento das lesbes.

1.5 MANIFESTACOES CLINICAS

A leishmaniose cuténea (LC) é a forma mais frequente, caracterizada por
dlcera Gnica ou multiplas na pele. E transmitida principalmente pelas espécies Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania laisoni (REIS;
GONTIJO, 2016). Se iniciam no local de inoculacdo da picada do inseto vetor, principalmente
em areas expostas da pele. A lesé@o se inicia com vermelhiddo, inchaco e apds um periodo
variavel de incubacdo desenvolve-se uma Ulcera tipica apresentando bordas elevadas,
contornos regulares e fundo granuloso, podendo ou ndo apresentar exsudato purulento. Essa
les&o é proveniente da inflamacdo em resposta a presenca do parasito. Moléculas envolvidas
nessa inflamacao como citocinas e leucotrieno B4 (LTB4), ativam os fagocitos, levando a
producdo de NO na intencdo de eliminar a Leishmania, no entanto, acaba por causar danos
aos tecidos (RODRIGUES et al., 2015). Dependendo da frequéncia das células T no infiltrado
celular da lesé@o e equilibrio destas respostas, as lesdes podem cicatrizar espontaneamente
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Alguns pacientes podem apresentar disseminacao
destas lesbes, onde estes possuem altos niveis de TNF-a. Sugere-se uma forte resposta Thl

e consequente estado hiperinflamatério (ROSSI; FASEL, 2017). Em algumas espécies de



21
Leishmania, a leséo pode progredir através de disseminacdo hematogénica e/ou linfatica do

parasito, surgindo lesdes nas mucosas (ANVERSA et al., 2018; GONZALEZ et al., 2008;
MAGILL, 2005). Infec¢des ndo controladas por mecanismos imunes mediados por células
podem evoluir para uma das duas formas polares dadoenca, hipersensibilidade celular,
caracterizando leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) ou hiposensibiidade celular,
representando leishmaniose cutaneo difusa (LCD) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).
A LCM é a forma mais agressiva sendo caracterizada pela capacidade do
parasito de se disseminar para mucosa oral e/ou nasal por via hematogénica e/ou linfatica e
esta associada principalmente a espécie Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis.
Cerca de 3% dos pacientes infectados com L. braziliensis podem apresentar a forma mucosa
da doenca, concomitantemente com a forma LC ou apds remissdo, como também devido a
ma resolucéo da doenca ou terapia inadequada (CARVALHO et al., 2001; MARSDEN, 1986;
MIRANDA LESSA et al., 2007). E uma condicdo onde as lesdes destroem mucosas,
cartilagens do septo nasal, ldbios e palato, sendo comum 0s pacientes apresentarem
agravamento da congestdo nasal, epistaxe ou corrimento. Ocasionalmente afetam a laringe,
levando a pneumonia por aspiracdo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Estudos
mostraram que a resposta imune nos estagios iniciais € insuficiente e esta relacionada a uma
inflamac&o descontrolada. Além disso, no hospdeiro sdo encontrados niveis mais altos de
citocinas como IL-10, IFN-y e TNF-a quando comparado com a LC (DUTRA et al., 2011;
STRAZZULLA et al., 2013). Diferentemente da LC, a LCM nunca evolui para a cura
espontaneamente, apresenta dificuldade de responder ao tratamento, além de apresentar alto
risco de deformidades permanentes, podendo levar o paciente a morte (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; GOTO; LINDOSO, 2010).

A LCD é uma variante rara da LC que ocorre em pacientes considerados
anérgicos com deficiéncia de uma resposta imune celular aos antigenos de Leishmania.
Causada pelas espécies L. amazonensis, L. aethiopica ou L. mexicana, o paciente desenvolve
multiplas papulas e ndédulos néo-ulcerados, onde os parasitos se multiplicam
descontroladamente. As lesdes normalmente ndo cicatrizam e sd@o de dificil tratamento,
podendo assumir carater cronico, se disseminando por via linfatica ou por migracdo de
macréfagos, persistindo por toda a vida do paciente (ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018). A falta de resolucdo deste tipo de infec¢cdo pode ser devido a uma alta
producado de IL-10 e IL-4, levando ativagéo inadequada de DC e producdo de IL-12, como
também aumento dos niveis de argina |, prostaglandinas E, e fator de transformacao do
crescimento (TGF)-B (SCOTT; NOVAIS, 2016).

1.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico da LT deve ser feito de acordo com a forma clinica e as
caracteristicas da lesdo baseado em critérios clinicos e epidemiologicos. Deve ser

primeiramente feito um diagnéstico diferencial, para ndo confundir com outras doencas como
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esporotricose, infecgdo cutdnea por Mycobacterium, infec¢des cutaneas piogénicas e outros

(GOTO; LINDOSO, 2010). Além disso, o diagndstico clinico, deve ser complementado com o
diagnéstico laboratorial como exame imunolégico, parasitolégico e histopatolégico
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O Teste de Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) é um marcador de
resposta imune celular que avalia a resposta de hipersensibilidade do tipo IV mediada por
células T, sendo positivo apés a quarta semana de surgimento da lesédo cutanea (ANTONIO
et al., 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2017). E o principal teste diagnéstico na atencio
primaria, com sensibilidade de 88,64% a 100%. No entanto, em pacientes imunossuprimidos
e fraco-reatores, o IDRM pode negativar, além disso, em areas endémicas, o IDRM pode ser
positivo, mesmo na auséncia da lesdo, podendo ser interpretada como leishmaniose anterior
ou aplicacéo anterior de antigeno de IDRM (GOTO; LINDOSO, 2010).

Outros testes imunolégicos sdo o ensaio de imunoflurescéncia indireta (IFI)
e ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), porém a sensibilidade e a especificidade sdo
variaveis de acordo com a espécie de Leishmania envolvida. O ELISA pode detectar
anticorpos especificos ou antigenos do parasito (GOTO; LINDOSO, 2010). Novos testes
imunoldgicos estdo sendo aprimorados, como o ELISA quimioluminescente, onde se detecta
anticorpos anti-a-galactosil. Esse diagnostico demonstra ser até nove vezes maiores em
pessoas infectadas por L. tropica e L. major comparando com pessoas saudaveis (AL-SALEM
etal., 2014). O teste rapido de detecgdo de leishmaniose cutanea foi recentemente introduzido
no mercado (LC Detect™) (Inbios Internacional, Seattle, WA, EUA) sendo capaz de detectar
0 antigeno peroxidoxina, expressa em amastigotas e promastigotas com a finalidade de
proteger o parasita da destruicAo por estresse oxidativo com alta sensibilidade e
especificidade, além de baixo custo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DE SILVA et al.,
2017).

Outra forma de diagnéstico é a pesquisa direta do parasito. Pode-se realizar
a bidpsia da lesdo, aspirado por agulha, esfregago de pele e cultura in vitro do parasito. Em
amostras de bidpsia, raspagem ou manchas de impressao, pode-se pesquisar amastigotas
corados com Giemsa utilizando microscépio Optico. A partir de bidpsias e aspirados, cultiva-
se em agar sangue ou infecta-se um animal susceptivel, como hamster, para andlise do
parasita. O exame microscépico € provavelmente a abordagem diagnéstica mais utilizada,
porque técnicas mais sofisticadas sdo caras e raramente estdo disponiveis na atengéo
primaria, secundaria e terciaria em areas endémicas, no entanto, recomenda-se uma

combinagdo com outras técnicas dado que a sensibilidade dos exames diretos é baixa
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(BURZA; CROFT,; BOELAERT, 2018; GOTO; LINDOSO, 2010; REITHINGER et al., 2007).

Os métodos moleculares baseados na amplicagdo do DNA nuclear ou do
cinetoplasto (kDNA) sédo técnicas mais sensiveis que permitem a identificacdo das espécies
de Leishmania, sendo importante para a conduta clinica para o tratamento e prognostico
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR
guantitativo em tempo real (QPCR) séo técnicas sensiveis, com taxas de deteccdo de 97%,
no entanto séo técnicas caras ndo utilizadas na rotina de diagnéstico (HANDLER et al., 2015).

E necessario o uso de mais de uma técnica para confirmacao, a fim de se
reduzir os casos de falsos-negativos. Atualmente, ndo existe um teste de referéncia Unico
para LTA. A observacdo de amastigotas na amostra clinica j4 estabelece o diagndstico,
podendo ser aprimorada associando a deteccdo baseada em PCR (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018).

1.7 TRATAMENTO CONVENCIONAL

De modo geral, o tratamento convencional se baseia na eliminagdo das
formas amastigotas. Os farmacos de primeira escolha sao os antimoniais pentavalentes como
o N-metil-glucamina (Glucantime® da Sanofi-Aventis Farmacéutica) e o estibogluconato de
sédio (Pentostan® da GlaxoSmithKline e Solustibosan® da Bayer) (LIMA et al., 2007). S&o
eficazes, pois promovem uma regressao rapida do niumero de parasitos presentes nos tecidos
e sangue. Seu mecanismo de acdo € pouco conhecido, porém acredita-se que o antimonio
pentavalente possa ser uma pro-droga, convertido em trivalente no figado (ROBERTS;
MCMURRAY; RAINEY, 1998). Esta forma ativa, interferiria na B-oxidacéo de acidos graxos e
glicdlise do parasito, levando & uma deplecdo de ATP intracelular (BALANA-FOUCE et al.,
1998). No entanto, também causa toxicidade para o paciente, levando a efeitos colaterais
como: mialgia, artralgia, inapeténcia, nauseas, vomitos, sensacdo de plenitude gastrica,
pirose, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, insbnia, edema, aumento
sérico das enzimas hepaticas, insuficiéncia renal aguda, pancreatite e cardiotoxicidade. Ha
relatos onde a cura clinica ndo € acompanhada de cura parasitologica, onde ha a cicatrizacao
da lesdo, mas ainda existem parasitos no paciente. Também existe a dificuldade na
administragdo, que deve ser feito em ambiente hospitalar por ser via endovenosa ou
intramuscular, além do alto custo (BERMAN, 1997; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005;
RATH et al., 2003).

Farmacos como Anfotericina b (Amb), Miltefosina, Paramomicina e
Pentamidina sdo recomentados em casos de contraindicacfes aos antimoniais, como
cardiopatas, hepatopatas, nefropatas e gestantes e resisténcia dos parasitos (LIMA et al.,

2007). No entanto, estes farmacos ndo possuem indice terapéutico favoravel e também
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causam varias reacdes adversas no paciente (BERMAN, 1997; BRAY et al., 2003; GOTO;

LINDOSO, 2010; SILVA-LOPEZ, 2010).

A Amb é um farmaco antifingico, que age formando poros na membrana da
Leishmania, se ligando ao ergosterol (principal esterol presente na membrana), isso altera
sua permeabilidade e permite a saida de ions como Na+, K+ e Mg?*, levando a morte celular
(MACHADO- PINTO et al., 2002). Por possui uma baixa seletividade, também pode se ligar
ao colesterol, presente na membrana das células de mamiferos, levando a efeitos colaterais
(CZUB; BOROWSKI; BAGINSKI, 2007). Febre, calafrios, tremores, nduseas, vémitos e dor
de cabeca séo reacdes adversas devido a infusdo da droga. J& a hipocalemia, hipernatremia,
diurese aumentada, hipomagnesemia, disfuncao renal e toxicidade sobre medula 6ssea estao
relacionadas as administraces repetidas (FILIPPIN; SOUZA, 2006). Outras rea¢cfes sao
observadas com menor frequéncia como hipotensdo, hipertensdo e arritmias cardiacas
(WALSH et al., 1999).

Miltefosina é o primeiro e Unico medicamento oral aprovado para
leishmaniose. Por ser de uso oral, existe a facilidade do uso e sua eficicia, o tornaram o
medicamento de escolha para leishmaniose visceral (LV) na india, Nepal e Bangladesh, no
entanto, em outros lugares como Africa, sua eficacia foi baixa quando comparada aos paises
asiaticos. Além disso, um ensaio clinico de fase Il realizado no Brasil, mostrou que pacientes
com LV por Leishmania infantum tratados tiveram um recidiva de 40% (CHAKRAVARTY;
SUNDAR, 2019). Em relagdo ao seu mecanismo de agéo, estudos demonstraram que atua
como inibidores da biossintese lipidica em cinetoplastideos. Mostrou uma redugdo na
concentracao de fosfatidilcolina em Trypanosoma cruzi e tem alta seletividade para o parasito
(LIRA et al., 2001). No entanto, suas principais desvantagens sdo a alta incidéncia de
toxicidade gastrointestinal, ocasional toxicidade hepatica e nefrotoxicidade, teratogenia, além
do alto custo do farmaco (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

A Paromomicina é um antibiético aminoglicosideo-aminociclitol utilizado na
forma parenteral para LV e parenteral e topica para LC (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).
Age ligando-se a subunidade ribossémica 30s, interferindo na sintese protéica de
protozodrios, podendo também levar a leitura incorreta do RNA mensageiro (RNAmM). Foi
amplamente utilizado no Sudéao, onde a terapia foi associada ao estibogluconato de sédio,
observando um efeito sinérgico entre os dois farmacos, diminuindo o tempo de tratamento.
No entanto, este farmaco ndo apresentou seguranca devido sua necessidade de
monitoramento das transaminases hepaticas, febre, nefrotoxicidade, ototoxicidade, além de
nao trazer informacdes adequadas sobre seu uso em gestantes sobre seu uso parenteral
(DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIJER, 2009; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008;
WIWANITKIT, 2012). Em relac&o ao seu uso tépico, foram relatados efeitos adversos como

prurido local, sensacédo de queimacgéo, dor local e edema local (ARANA et al., 2001).
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Pentamidina € uma diamina aromatica, desenvolvido como um analogo

sintético da insulina, utilizada no inicio dos anos 80 para o tratamento da LV resistente aos
antiménios na india (BRAY et al., 2003). Este farmaco pode competir com as poliaminas pela
ligagdo aos acidos nucléicos, como também pode ligar-se DNA do cinetoplasto (SANDS;
KRON; BROWN, 1985). Sands; Kron; Brown (1985) mostraram que a pentamidina era capaz
de causar alteragdes morfolégicas como ruptura mitocondrial, frangmentacdo de membrana
e inibicdo da conversdo de amastigotas em promastigotas de Leishmania mexicana. Com
passar dos anos, sua eficdcia diminuiu e mostrou causar graves efeitos colaterais como
pancreatite, hipoglicemia, hipotenséo, prolongamento do intervalo QT, hipercalemia e com
isso seu uso foi abandonado (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

Como visto, o tratamento para leishmaniose é baseado em farmacos com
alta toxicidade, graves efeitos colaterais, dificuldade de administracdo e elevados custos,
dificultando o tratamento em paises onde a leishmaniose é endémica (RODRIGUES et al.,
2015). Diante dessas dificuldades, existe a necessidade de desenvolvimento de novos
compostos que apresentem atividade leishmanicida e imunomoduladora mais eficaz e menor

efeito colateral ao paciente.

1.8 BOTRIOSFERANA B (1—3; 1—6) D-GLUCANA

Exopolissacarideos sao polimeros extracelulares produzidos por bactérias e
fungos, excretados para o meio extracelular. Esses biopolimeros vém substituindo
progressivamente os polissacarideos obtidos de fontes convencionais, como plantas e
animais, devido a facilidade de obtencdo e possibilidade de utilizacdo nas industrias
alimenticias, farmacéutica, cosmética e téxtil. Dentre os variados exopolissacarideos,
encontra-se as B-glucanas (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013; METHACANON et al., 2005).

As B-glucanas fungicas produzidas e excretadas para o meio, S&0 menos
comuns e ha poucas informacfes sobre a fisiologia microbiana de sua producéo e atividades
biologicas (JUNG et al., 2008; NOVAK; VETVICKA, 2008). Despertaram a ateng&o por seus
efeitos bioldgicos notaveis, pertencendo a um grupo de compostos fisiologicamente ativos,
denominados modificadores de resposta biolégica (MRB). Os MRB podem ser classificados
em dois grupos: as citocinas, responsaveis pela comunicagéo entre as células do sistema
imunoldgico e os imunomoduladores que séo capazes de potencializar ou suprimir o sistema
imunolégico (NOVAK; VETVICKA, 2008). Como as B-glucanas ndo sao reconhecidas pelo
sistema bioldgico como automoléculas, induzem tanto uma resposta imune inata como a
adaptativa (CHEN; SEVIOUR, 2007; GRAUBAUM et al.,, 2012). Séo reconhecidas pelo
sistema imunolégico como padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPS), por

receptores de reconhecimento de padrées (PRRSs) ligados & membrana plasmatica como
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receptor do tipo toll 4 (TLR4) e dectina-1, além de ser reconhecido também pelo receptor 3 do

complemento (CR3, CD11b/CD18) (KANKKUNEN et al., 2010; VETVICKA; FERNANDEZ-
BOTRAN, 2018). Estudo realizado por Kannkkunen et al. (2010) mostra que as B-glucanas
primeiramente ligam-se a dectina-1 ativando macréfagos e células dendriticas e produzindo
uma resposta pro-inflamatéria, com producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
citocinas como IL-1B. Em seguida, sédo reconhecidos pelo complexo inflamassoma NLRP3
citosolico, resultando na secrecéo de IL-13 dependente de caspase-1.

De fato, diversos estudos tém demonstrado que esse carboidrato possui
atividade antiproliferativa sob linhagens tumorais (RAW 264.7, S-180 e HEK293) (FANG et
al., 2012), antioxidante (DENG et al., 2012), além de protecéo contra infecgBes bacterianas
(Escherichia coli, Streptococcus suis e Staphylococcus aureus), fungicas (Candida albicans e
Aspergiloses) e parasitarias (Leishmania sp., Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei e
Trypanosoma cruzi) (NOVAK; VETVICKA, 2008).

Dentre as B-glucanas, a botriosferana é produzida pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAM-05 em meio liquido contendo glicose. Constitui uma cadeia
principal composta por residuos de glicose ligados a (1—3)-f com ramificagdes laterais 3
(1—6) ligadas a glicose e di-glicose (gentiobiose) localizadas na posi¢cdo C-6 da glicose ao
longo da cadeia principal (Figura 2) (BARBOSA et al., 2003). Estudos demonstraram
propriedades bioldgicas como antiproliferativas (MALINI et al., 2015; QUEIROZ et al., 2015),
pré-apoptoética (QUEIROZ et al., 2015), antioxidante (GIESE et al., 2015), quimiopreventiva
(MALINI et al., 2016; SILVA-SENA et al., 2018), antimutagénico (KERCHE-SILVA et al., 2017),
anticoagulante (MENDES et al., 2009), anticlastogénica (MIRANDA et al., 2008),
hipoglicémica e hipocolesterolémica (MIRANDA-NANTES et al., 2011; SILVA-SENA et al.,
2018) e antiviral (SACCHELLI et al., 2019), além de ser eficaz na diminui¢cdo da obesidade,

esteatose hepatica, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose em ratos (SILVA et al., 2018).

CH,OH CH,OH

OH OH OH OH
OH

Figura 2: Botriosferana B (1—3; 1—6) D-glucana produzida e caracterizada por Barbosa et al. (2003).

Alguns estudos ja foram realizados envolvendo certos tipos de B-glucanas
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na infeccdo por Leishmania. O primeiro trabalho realizado foi por Goldman e Jaffe (1991),

onde o tratamento via intraperitoneal com B-glucana preparada a partir de Saccharomyces
cerevisiae foi capaz de impedir a progressdo das lesdes por L. major em camundongos
BALB/c. Outro estudo mostrou que a suplementagéo via oral com 5% de [-glucana derivada
de Aureobasidium diminuiu a espessura da pata de camundongos C57BL/6 infectados com
L. amazonensis comparado com o controle. Também foi observado nesses animais um
aumento na atividade de células natural killer (NK) e aumento dos niveis de IFN-y
(YATAWARA et al., 2009). Diferente destes, Shivahare et al. (2016) mostrou que a lentinana
sozinha e em combinacgdo com baixas doses de miltefosina produzem um efeito estimulador
contra Leishmania donovani. Essa associagdo se mostrou sinérgica em macréfagos J774A.1,
exibindo niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias como IL-12, TNF-a e NO, como
também diminuiu os niveis de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-8 (SHIVAHARE
et al., 2016). Outros trabalhos foram realizados analisando o pré-tratamento com -glucanas,
Zimara et al. (2018) mostraram que a presenca de B-glucanas tipo Curdlan (1—3) no momento
da infeccao intradérmica por L. major em camundongos BALB/c desencadeia uma modulacdo
adaptativa de células T de maneira dependente de dectina-1, desenvolvendo um fendtipo
resistente (ZIMARA et al., 2018). Em um estudo utilizando mondcitos derivados de pacientes,
mostrou que estas células treinadas com B-1,3 —(D) -glucana conferem maior prote¢do contra
infecgdo por L. braziliensis através da producdo aumentada de citocinas pro-inflamatorias.
Além disso, mostrou que macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6J
treinados com esta B-glucana continham trés vezes menos parasitas vivos em comparagao
com o controle (DOS SANTOS et al., 2019).

Visto que, os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose
causam sérios efeitos colaterais, existe a necessidade do desenvolvimento de novos
compostos e que estes trabalhos com diferentes B-glucanas demonstraram atividades
promissoras como tratamento e pré-tratamento, desperta a atencdo de um estudo mais
aprofundado sobre a botriosferana B (1—3; 1—6) D-glucana. Elucidando por quais

mecanismos esse composto age sobre o parasito e sua capacidade imunomoduladora.
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Avaliar in vitro o efeito da botriosferana f (1—3; 1—6) D-glucana sobre

formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, bem como

sua citotoxicidade sobre macrofagos peritoneais e hemacias.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

Determinar in vitro a agcéo leishmanicida direta da botriosferana sobre
formas promastigotas;

Elucidar os mecanismos envolvidos na acao direta da botriosferana
como mensuragdo de Oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio,
analise do potencial de membrana mitocondrial, corpos lipidicos,
vacuolos autofagicos, permeabilidade da membrana do parasito e
exposicao de fosfatidilserina;

Analisar as alteracdes morfologicas e ultraestruturais das formas
promastigotas de Leishmania amazonensis apés o tratamento com
botriosferana através de microscopia eletrdnica de varredura e
transmissao;

Determinar in vitro a citotoxicidade da botriosferana sobre
macrofagos peritoneais murinos e eritrocitos ovinos;

Avaliar a atividade antiamastigota da botriosferana em macréfagos
infectados com Leishmania amazonensis;

Investigar o efeito imunomodulador e possiveis mecanismos
microbicidas e estresse oxidativo envolvidos sobre macréfagos
infectados com Leishmania amazonensis e tratados com

botriosferana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E CoMITE DE ETicA

Foram utilizados camundongos BALB/c de 6 a 12 semanas de idade,
gentilmente doados pelo Dr. Giovanny Mazzarotto do Instituto Carlos Chagas/Fiocruz Curitiba,
Brasil. Os camundongos foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Patoldgicas
da Universidade Estadual de Londrina em caixas de polietileno nas dimensdes de 41x34 cm,
contendo até 15 camundongos por caixa. Na temperatura de 22+2°C e luminosidade
controlada segundo o ciclo claro/escuro (12/12 h), com livre acesso a agua estéril e racao
comercial ad libitum autoclavada. O projeto seguiu as normas do Comité de Etica em
Experimentag&do Animal da Universidade Estadual de Londrina (n° 88/2018).

3.2 MANUTENCAO DAS FORMAS PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA AMAZONENSIS

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/1989/166MJO) provenientes da Universidade Estadual de Maringa foram
mantidas em meio de cultura 199 (GIBCO Invitrogen, New York, EUA) suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) (GIBCO Invitrogen, New York, EUA), meio HEPES 1M, urina
humana 1%, L-glutamina 1%, estreptomicina com penicilina (GIBCO Invitrogen) e 10%
bicarbonato de sd6dio. O cultivo celular foi mantido em estufa tipo B.O.D a 25°C, em frasco de
cultura de 25 cm?. Foram utilizadas em todos os experimentos formas promastigotas na fase

de crescimento estacionaria (cultura de 5 dias).

3.3 PRODUGAO DE BOTRIOSFERANA (B- 1—3; 1—6) D-GLUCANA

A botriosferana foi produzida conforme descrito por Barbosa et al. (2003).
Isolado do fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAM-05 foi mantido a 4°C em batata
dextrose agar. Foi preparado um in6culo para o crescimento do fungo em placas contendo
agar a 28°C. Apos 5 dias, os fragmentos miceliais foram transferidos para quatro frascos de
125 mL contendo 25 mL de glicose (0,5 g/L) e incubados a 28°C por 48 h em agitador rotativo
(180 rpm). As pré-culturas foram homogeneizadas em um liquidificador esterilizado durante
0,5 min na velocidade maxima. Apés, o homogenato foi centrifugado (1250 g por 10 min), o
micélio recuperado e diluido com PBS estéril para uma absorbéancia de 0,4/ 0,5 a 400 nm e
aliquota de 4 mL da suspensdo foram utilizadas para inocular em frascos de Erlenmeyer (1L),
contendo 200 mL de meio glicose (5 g/L). As culturas foram mantidas em cultivo submerso

em Erlenmeyer (180 rpm) por 72 h a 28°C. O liquido extracelular livre de células foi obtido
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apos a remocao do micélio por centrifugacdo (3000 g/10 min) a 4°C. O sobrenadante foi

tratado com 3 volumes de etanol absoluto e o precipitado foi recuperado, dissolvido em agua
deionizada e dialisado com frequentes trocas de agua deionizada durante 48 h. A solucdo

obtida foi armazenada em um frasco e autoclavada a 120°C por 40 min.

3.4 DOSAGEM DE ACUCARES TOTAIS DA BOTRIOSFERANA PELO METODO DE FENOL-SULFURICO

O método se baseia na desidratacdo de pentoses e hexoses pelo acido
sulfarico, convertendo-o em furfural e hidroxifurfural, respectivamente. Reagem com fenol
formando um complexo colorido de cor alaranjada. O complexo formado com pentoses
absorve com maior intensidade na regido de 480 nm, engquanto com hexoses em 490 nm. As
analises foram feitas de acordo com o método de Dubois et al. (1956). Tubos de ensaio foram
preparados, completando o volume de cada amostra para 0,5 mL com agua destilada.
Adicionou-se 0,5 mL de solugéo fenol a 5%. Acrescentou 2,5 mL de H.SO4 concentrado,
agitando vigorosamente. Em seguida, foram mantidas em repouso a temperatura ambiente
durante 20 min. Foi realizada uma curva padrdo nas concentracfes de 0, 10, 20, 25, 30,40 e
50 pg/mL. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 490 nm, utilizando a solugéo do tubo
branco (dgua destilada) para zerar o aparelho.

3.5 ATIVIDADE DA BOTRIOSFERANA SOBRE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. AMAZONENSIS

As formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° células/mL) foram
tratadas com diferentes concentragdes de botriosferana (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pyg/mL) em
placas de 24 pocos. Os parasitos foram contados em camara de Neubauer apés 24, 48 e 72
h apds o tratamento. Como controle negativo, utilizou-se as promastigotas mantidas em meio
de cultura sem tratamento (meio 199) e como controle positivo utilizou-se Anfotericina B na
concentracdo de 1uM. A partir da curva dose-resposta gerada, foi calculado o valor de ICso

por regressao nao-linear nos tempos de 24, 48 e 72 h (GraphPad Software, Inc., USA,5.00).

3.6 CO-DETERMINAGCAO DE ANEXINA-V E IODETO DE PROPIDIO

Promastigotas de L. amazonensis (1x10° células/mL) foram tratadas com
ICs0 € 2XICs0, 7 € 14 ug/mL respectivamente, de botriosferana no tempo de 48 h a 25°C em
placas de 24 pocos. Os parasitos foram lavados e ressuspendidos em 100 pL de tampéao de
ligacdo (Santa Cruz Biotechnology), seguido pela adicdo de uma mistura contendo 0,5 pL de
anexina-V FITC e 0,5 uL de iodeto de propidio (PI) (Santa Cruz Biotechnology). A aquisicdo

e analise dos dados foram realizados utilizando um citdmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus
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(BD Biosciences, San Jose, CA). As células foram analisadas de acordo com Miranda-Sapla

e colaboradores (2019), onde observou-se processos necroticos (Pl+), apoptético (anexina

V+) ou apoptotico tardio (dupla marcacao para anexina V+/ Pl+).

3.7 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Formas promastigotas (1x10° células/mL) foram tratadas com 7 e 14 yg/mL
de botriosferana por 48 h em placas de 24 pocos, com a finalidade de avaliar o potencial de
membrana mitocondrial interna. Para isso, utilizou-se a coloracdo de Tetrametil-Rodamina e
Etil Ester (TMRE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os parasitos tratados foram lavados
com PBS e incubados com 2,5 yM de TMRE por 30 min a 25°C e foi analisado em
comprimento de onda de excitacdo de 480 nm e onda de emissdo de 580 nm em fluorimetro
Perkin-Elmer Victor X3.

3.8 PRESENCA DE VACUOLOS AUTOFAGICOS

Avaliou-se a presenca de vacuolos autofagicos e para isso, formas
promastigotas foram tratadas por 48 h com 7 e 14 ug/mL de botriosferana em placas de 24
pocos. Os parasitos foram lavados duas vezes em PBS e incubados com 5 pyL de
monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 1 h a 25°C. Foram
analisados a partir de um fluorimetro Perkin-Elmer Victor X3 em comprimento de onda de

excitacdo de 380 nm e emissdo 525 nm.

3.9 PRESENCA DE CORPOS LIPIDICOS POR VERMELHO DO NILO

Formas promastigotas (1x10° células/mL) foram tratadas com 7 e 14 ug/mL
em placas de 24 pogos. Os parasitos foram colhidos e lavados duas vezes em PBS e
diretamente corados com 10 pg/mL de Vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
por 30 min a 25°C. Os corpos lipidicos citoplasmaticos dos parasitas foram detectados por
fluorimetro Perkin-Elmer Victor X3 utilizando comprimentos de onda de 530 nm e 635 nm para

emisséo e excitacdo, respectivamente.

3.10 PRODUCAO DE EROS EM FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. AMAZONENSIS

Avaliou-se a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), onde
formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° células/mL) foram tratadas com 7 e 14 ug/mL

de botriosferana por 48 h em placas de 24 pocos, lavadas com PBS e carregada com 10 uyM
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da sonda permeante diacetato 2’,7° —diclorofluoresceina (H.DCFDA) (Sigma St. Louis, MO,

USA) diluida em DMSO e incubadas no escuro por 45 min a 25°C. Como controle positivo, foi
utilizado o peréxido de hidrogénio (H202) por 30 min. EROs foram mensuradas como um
aumento na fluorescéncia causada pela conversdo do corante ndo fluorescente para o
altamente fluorescente 20,70 diclorofluoresceina, com comprimento de onda de excitacao de
488 nm e emissdao de 530 nm em leitor de microplaca de fluorescéncia (Victor X3,

PerkinElmer, Finland).

3.11 DETERMINACAO Dos NivEls DE OxIDO NiTRICO PELO METODO DE GRIESS EM FORMAS
PROMASTIGOTAS

O o6xido nitrico (NO) foi determinado pelo método de Griess nas aliquotas
de 60 yL do ensaio direto sobre as formas promastigotas, foi adicionado 60 yL de reagente
de Griess (sulfanilamida a 1% e 0,1% de naftiltilodiamino-bicloridrato em ortofosférico (HzPO.)
5%) e incubou-se por 10 min. Uma curva padrao foi feita usando diluigbes seriadas de NaNO.,
e a absorbancia foi determinada a 550 nm em leitor de microplacas (Thermo Scientific,
Multiskan GO).

3.12 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA E TRANSMISSAO

Formas promastigotas tratadas por 48 h com 7 e 14 ug/mL de botriosferana
foram coletadas por centrifugadacéo, lavadas em PBS 0,01 M pH 7,2. Para avaliagdo das
alteracdes morfoldgicas por microscopia eletronica de varredura (MEV), os parasitos foram
fixados com glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato de s6dio 0,1 M e aderidos em laminulas
recobertas com poli-L-lisina por 12 h. As células aderidas foram lavadas com tampéao
cacodilato de sédio 0,1 M, pés-fixadas em tetroxido de ésmio por 1 h, desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol (30-100%), submetidas a secagem ao ponto critico
através da substituicdo do etanol por dioxido de carbono (CO,), metalizadas com ouro e
analisadas em microscopio eletrénico de duplo feixe de alta resolucdo FEI SCIOS. Para
avaliacOes ultraestruturais por microscopia eletronica de transmissdo (MET), os parasitos
foram fixados com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pés-fixados em
tetréxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% a temperatura ambiente e ao abrigo
de luz por 1 h. Apés, foram desidratados em concentragfes crescentes de acetona (50-100%),
incluidos em resina EPON e polimerizados em estufa a 60 °C durante 72 h. Cortes ultrafinos

foram feitos em ultramicr6tomo, depositados sobre grid de cobre, contrastados com acetato
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de uranila e citrato de chumbo, durante 20 a 10 min, respectivamente. A andlise foi realizada

em microscopio de transmissao JEOL JEM 1400.

3.13 VIABILIDADE DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Para avaliar possivel efeito citotdéxico da botriosferana em células
peritoneais, foi realizado o teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazdlio), que mensura a atividade metabdlica da mitocéndria (Sigma-Aldrich) como
descrito por Mosmann, 1983. Macréfagos (5x10° células/mL) foram recuperados da cavidade
peritoneal com PBS gelado suplementado com 3% de SBF e entdo cultivados em placas de
24 pogos com 500 pL de meio RPMI 1640 (10% SBF) por 24 h (37°C, 5% de CO,). As células
aderentes foram incubadas com botriosferana (6,25; 12,5; 25; 50 pg/mL) por 24 h nas mesmas
condi¢cbes. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado aos pocos o
MTT (5 mg/mL), seguido de nova incubacéo por 4 h. O produto do MTT (cristais de formazan)
foi diluido com 300 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), transferido para uma placa de 96 pocos e
lido em espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 550 nm. Como controle
negativo, utilizou-se macréfagos ndo tratados, enquanto o controle positivo foram células
tratadas com H»O,. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade em
comparagado com o grupo controle e calculado com a seguinte férmula: % (macré6fagos viaveis)

= amostra do grupo tratado/ média do controle ndo tratado) x 100.

3.14 ENSAIO HEMOLITICO

A toxicidade da botriosferana foi avaliada com ensaio hemolitico utilizando
eritrocitos de carneiro (Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Londrina: 8286.2016.60). Sangue de carneiro foi coletado com heparina, e os eritrécitos
lavados 3 vezes com PBS (centrifugacdo a 1000 rpm por 10 min). Uma suspensdo de
eritrécitos a 2% foi preparada com PBS e misturada numa placa de 96 pocos com
botriosferana 1:1 em volume final de 200 UL para se obter concentra¢des finais de (6,25; 12,5;
25; 50 pg/mL). As placas foram entdo incubadas durante 3 h a 37°C com 5% de CO.. PBS
serviu como controle negativo, e o controle positivo foi utilizado dgua destilada para hemdlise.
As placas foram centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min e a absorbancia dos sobrenadantes

foi lida em 550 nm.

3.15 ENSAIO CELULAR ANTIAMASTIGOTA

Macréfagos peritoneais provenientes de BALB/c (5x10° cel/mL) foram
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cultivados em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro de 13 mm, incubados com 500

ML de meio RPMI 1640 por 24 h & 37°C e 5% CO.. Os macroéfagos aderentes foram infectados
com formas promastigotas de L. amazonensis (2,5x10°) por 3 h. Apés a infeccdo, as formas
promastigotas ndo internalizadas foram removidas por lavagem com PBS e as células
aderentes foram tratadas com botriosferana (6,25; 12,5; 25 e 50 yg/mL), meio RPMI 1640
(controle negativo) e Anfotericina B 1 uM (controle positivo) por 24 h (37°C, 5% COz). Em
seguida, as células foram coradas com Leishman e 20 campos foram analisados por imersao
aumentada (ampliacdo de 1000x), usando microscépio Optico (Olympus Bx41, Olympus
Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) para determinar o indice de eliminacdo e o numero de

amastigotas apoés 24 h de tratamento.

3.16 MENSURAGAO DE CITOCINAS

Os sobrenadantes do ensaio celular antiamastigota foram utilizados para
mensurar os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL) -6 pelo ensaio
de imunoabsorcdo enzimética (ELISA), de acordo com as instru¢des do fabricante (Thermo
Fischer Scientific®). As placas foram lidas a 450 nm usando o leitor de placas ELISA (Thermo
Fischer Scientific, Multiskan, GO) e os resultados foram expressos em pg/mL com base em

uma curva padréo.

3.17 DETERMINAGAO DE EROS EM MACROFAGOS INFECTADOS

Avaliou-se a producdo de EROs, onde macréfagos peritoneais de BALB/c
foram cultivados em placa de 98 pocos (2,5x10° células/mL) e incubados com 100 mL de meio
RPMI 1640 por 24 h a 37°C e 5% de CO.. ApGs a aderéncia, as células foram infectadas com
formas promastigotas (5x10° células/mL) durante 3 h. Ap6s a infecgéo, as células aderentes
foram tratadas com botriosferana (6,25; 12,5; 25 e 50 ug/mL), meio RMPI 1640 (controle
negativo) por 24 h & 37°C e 5% de CO,. Apos o tratamento, adicionou-se 10 uM de sonda
permeante diacetato 2’,7' — diclorofluoresceina (H.DCFDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) diluida em DMSO e incubada no escuro por 30 min a 25°C. Como controle positivo, foi
utilizado o H>O- por 1 h. As EROs foram mensuradas com comprimento de onda de excitacédo
de 488 nm e emissao de 530 nm em leitor de microplaca de fluorescéncia (Victor X3, Perkin-

Elmer, Finland).

3.18 DETERMINACAO DE NITRITO COMO ESTIMATIVA DOS NiVEIS DE NO EM FORMAS AMASTIGOTAS

O oxido nitrico (NO) foi determinado pelo método de Griess, nas aliquotas

de 60 yL do sobrenadante do ensaio celular antiamastigota pds 24 h de tratamento,
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adicionando 60 pL de reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e 0,1% de naftiltilodiamino-

bicloridrato em ortofosfético (HsPO.) 5%) e incubou-se por 10 min. Uma curva padrao foi feita
usando diluicbes seriadas de NaNO., e a absorbancia foi determinada a 550 nm em leitor de
microplacas (Thermo Scientific, Multiskan GO).

3.19 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram determinadas por ANOVA, seguido pelo teste
de Tukey para comparacBes multiplas. Trés experimentos independentes foram realizados,
cada um com conjuntos de dados em triplicata. Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média. Os dados foram analisados usando o software estatistico GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., EUA, 500-288). p-valor < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.



4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em
um artigo cientifico que sera submetido a revista Acta Tropica, com fator de impacto 2.629.
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Resumo

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa causada pelo protozoério Leishmania com
amplo espectro de manifestagfes clinicas. O tratamento disponivel se baseia em
farmacos de alto custo, com efeitos colaterais, dificuldades na administracao, além de
ja ter sido relatado o surgimento de cepas resistentes. Dessa forma, a busca por novas
alternativas terapéuticas que possam apresentar uma acao mais eficaz, sem causar
efeitos colaterais ao paciente, tem sido o objeto de estudo de varios pesquisadores.
Uma vez tendo observado que diversos trabalhos ja demonstraram os efeitos benéficos
das B-glucanas fungicas tais como: atividade antiproliferativa, pro-apoptéticas,
antioxidante, antimutagénico, quimiopreventiva, anticoagulante, anticlastogénica,
antiviral, hipoglicémica e hipocolesterolémica. O nosso objetivo foi é avaliar in vitro o
efeito da botriosferana B (1—3; 1—6) D-glucana sobre formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. A atividade direta da botriosferana sobre formas
promastigotas foi avaliada in vitro por contagem em camara de Neubauer em 24, 48 e
72 horas, e nos observamos que em todos os periodos houve inibigcdo da proliferagéo.
Adicionalmente nds observamos que o composto induziu uma producao de 6xido nitrico
(NO), hiperpolarizagédo do potencial de membrana mitocondrial, aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e acumulo de corpos lipidicos, desencadeando processo
autofagico por monodansilcadaverina, danos a membrana do parasito e exposi¢do de
fosfatidilserina. Com isso, foi visto que a maioria dos parasitas estavam passando por
um processo de apoptose-like. Esses mecanismos de agdo sobre o parasito foram
confirmados através de MEV e MET. Além disso, o intervalo de concentragdes utilizadas
nao alterou a viabilidade de macré6fagos peritoneais de camundongos BALB/c e
eritrécitos ovinos. Também observamos que a botriosferana foi capaz de reduzir o
namero de macréfagos infectados, consequentemente o nimero de amastigotas por
macrofagos, por promover o aumento de citocinas pro-inflamatérias e

consequentemente aumento de EROs e NO. Com base nos dados obtidos, é possivel
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inferir que a botriosferena  (1—3; 1—6) D-glucana exerce efeito leishmanicida e
imunomodulador, atuando nas formas promastigotas através de processos autofagicos
e apoptéticos e em formas intracelulares/amastigotas induzindo o aumento de EROs e

NO.

Abstract

Leishmaniasis is na infectious disease caused by the protozoan Leishmania with
a wide spectrum of clinical manifestations. The available treatment is based on high-cost
drugs, with side effects, difficulties in administration, in addition to the appearance of
resistant strains. Thus, the search for new therapeutic alternatives that can presente a
more effective action, without causing side effects to the patient, has been studied by
many researchers. Having observed that several studies have already demonstrated the
beneficial effects of fungal B-glucans such as: antiproliferative, pro-apoptotic,
antioxidante, antimutagenic, chemopreventive, anticoagulante, anticlastogenic, antiviral,
hypoglycemic and hypocholesterolemic activity. Our objective was to evaluate in vitro
the effect of botryosphaeran 8 (1—3; 1—6) D-glucan in the promastigote and amastigote
of L. amazonensis. The direct activity of botryosphaeran on promastigote forms was
evaluated in vitro by couting in a Neubauer chambre at 24, 48 and 72 hours, and we
observed that proliferation was inhibited in all periods. Additionally, we observed that the
compound induced a production of nitric oxide (NO), hyperpolarization of the
mitochondrial membrane potential, increase in reactive oxygen species (ROS), and
accumulation of lipid droplets, triggering na autophagic process by
monodansylcadaverine, damage to the parasite membrane and phosphatidylserine
exposure. Thus, it was seen that most of the parasites were going through an apoptosis-
like process. These mechanisms of action on the parasite were confirmed by SEM and
TEM. In addition, the range of concentrations used did not alter the viability of peritoneal
macrophages from BALB/c mice and sheep erythrocytes. We also observed that

botryosphaeran was able to reduce the number of infected macrophages, consequently
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the number of amastigotes per macrophages, by promoting an increase in pro-
inflammatory cytokines and, consequently, an increase in ROS and NO. Based on the
data obtained, it is possible to infer that botryosphaeran 3 (1—3; 1—6) D-glucan exerts
an leishmanicidal and immunomodulatory effect, acting on promastigotes through
autophagic and apoptotic processes and in intracellular/amastigotes forms inducing the

increase of ROS and NO.

Resumo grafico

Botriosferana

. /\ apoptose
. . corpos

lipidicos
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Formas promastigotas de L. amazonensis

Leishmaniasis; Beta-glucan; Polysaccharides; Cytotoxity; Apoptosis-like.
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1. Introducdo

A Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada causada por espécies do
protozoario do género Leishmania, transmitida aos mamiferos através do vetor
flebotomineo (Burza et al., 2018). Esta doenca possui diversas manifestacdes clinicas,
sendo a forma cutdnea a mais comum. De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS), estima-se que ocorram de 600.000 a 1 milh&do de novos casos anualmente de
leishmaniose cutdnea, sendo a maioria dos casos presentes no Afeganistao, Argélia,

Brasil, Coldbmbia e Republica Arabe da Siria (WHO, 2019).

Os tratamentos de primeira escolha baseiam-se principalmente no uso de
antimoniais pentavalentes como estibogluconato de sddio (Pentostam®) e antimoniato
de meglumina (Glucantime®). Apesar da eficacia comprovada, estes farmacos trazem
sérios efeitos colaterais, devido ao longo periodo de tratamento, bem como toxicidade
nos sistemas cardiaco, renal e hepético (Anversa et al., 2018; Sundar and Singh, 2018).
Em casos de contraindicacdo aos antimoniais, tratamentos alternativos como
anfotericina B®, paramomicina, pentamidina e miltefosina podem ser utilizados. No
entanto, estes farmacos de segunda escolha também causam diversos efeitos
colaterais ao paciente, como disfun¢des gastrointestinais, nefrotoxicidade e pancreatite,
possuem alta toxicidade, além do desenvolvimento de cepas resistentes (Ghorbaniand
Farhoudi, 2017). Sendo assim, a busca por farmacos alternativos se torna importantee

urgente.

Neste sentido, trabalhos demonstraram os efeitos benéficos de substancias e/ou
compostos provenientes de fontes alternativas, como produtos naturais derivados de

plantas, bactérias e fungos. As B-glucanas fungicas, produzidas e excretadas para o

meio, sdo realizadas por um namero consideravel de fungos, incluindo basidiomicetos,
fungos filamentosos e leveduras (Jung et al., 2008; Mahapatra and Banerjee, 2013;
Vetvicka and Fernandez-Botran, 2018). S&o carboidratos que tem despertado atencéo

por sua capacidade de induzir resposta imune inata e adaptativa (Chen and Seviour,
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2007; Graubaum et al., 2012). Dentre as B-glucanas fangicas, a botriosferana produzida
pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAM-05 em meio liquido contendo
glicose, é uma B (1—3; 1—6) —D-glucana, caracterizada estruturalmente por Barbosa et
al. (2003). Estudos anteriores demonstraram atividades biolégicas deste carboidrato,
como  propriedades  antiproliferativas, pré-apoptaotica, antimutagénico e
qguimiopreventiva (Kerche-Silva et al., 2017; Malini et al., 2016, 2015; Queiroz et al.,
2015; Silva-Sena et al., 2018) sobre células tumorais, antioxidante (Giese et al., 2015),
antiviral (Sacchelli et al., 2019), anticoagulante (Mendes et al., 2009), anticlastogénica
(Miranda et al., 2008), hipoglicEmica e hipocolesterolémica (Miranda-Nantes et al.,

2011).

Além disso, a B-glucana proveniente do fungo Lentinus edodes apresentou efeito
imunomodulador sobre macréfagos J774A.1, elevando os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (IL-12 e TNF-a) e diminuindo as anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B)
(Shivahare et al., 2016). Foram realizados também estudos envolvendo outros tipos de
B-glucanas provenientes de Saccharomyces cerevisiae e Aureobasidium pullulans na
infeccdo por Leishmania, as quais foram capazes de impedir a progresséo da infecgéo
in vivo por L. major e L. amazonensis em camundongos BALB/c (Goldman and Jaffe,

1991) e C57BL/6 (Yatawara et al., 2009), respectivamente.

Embora alguns estudos tenham demonstrado as atividades das -glucanas
frente a infeccdo por Leishmania, pouco se sabe sobre a acdo da botriosferana 8 (1—3;
1—6) D-glucana e os mecanismos microbicidas e imunomoduladores envolvidos na
morte de formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis tratadas com esta
molécula. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro da botriosferana
B (1—3; 1—6) D-glucana sobre formas promastigotas livres e amastigotas intracelulares
de L. amazonensis, bem como elucidar seu mecanismo de acdo na morte deste

parasita.

2. Materiais e Métodos
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2.1 Animais e Comité de Etica

Foram utilizados camundongos BALB/c de 6 a 12 semanas de idade, gentilmente
doados pelo Dr. Giovanny Mazzarotto do Instituto Carlos Chagas/Fiocruz Curitiba,
Brasil. Os camundongos foram mantidos e utilizados de acordo com o protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Estadual de (n° de

aprovacao 88/2018).
2.2 Cultura de promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1989/166MJO) foram mantidas como descrito previamente por Tomiotto-
Pellissier e colaboradores (2018), em meio de cultura 199 (GIBCO Invitrogen, New York,
EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (GIBCO Invitrogen, New York,
EUA), meio HEPES 1M, urina humana 1%, L-glutamina 1%, estreptomicina com
penicilina (GIBCO Invitrogen) e a 10% de bicarbonato de sédio. O cultivo celular foi
mantido em estufa tipo B.O.D a 25°C, em frasco de cultura de 25 cm?. Foram utilizadas
em todos os experimentos formas promastigotas na fase de crescimento estacionaria

(cultura de 5 dias).

2.3 Producéo de Botriosferana 6 (1—3; 17—6) D-glucana

A botriosferana foi produzida conforme descrito por Barbosa e colaboradores
(2003). Resumidamente, o isolado de Botryosphaeria rhodina MAM-05 foi mantido a 4°C
em agar batata-dextrose. Apo6s o crescimento do fungo, fragmentos miceliais foram
cultivados em frascos contendo glicose por 48 h a 28°C e 180 rpm. As pré-culturas foram
homogeneizadas e o homogenato foi centrifugado (1250xg/10 min) e a suspenséo foi
inoculada em frascos contendo glicose por 72 h a 28°C e 180 rpm. Foi obtido um liquido
extracelular ap@s centrifugacdo (3000xg/10min) a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
dialisado (48 h) com trocas frequentes de 4gua. O dialisado entéo foi tratado com 3

volumes de etanol absoluto e incubado a 4°C por 24 h. O material precipitado foi
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coletado por filtracao, re-dissolvido em &gua e dialisado contra 4gua deionizada por 48h.
A solucao obtida foi armazenada em um frasco e autoclavada a 120°C por 40 min. Apés
0 processo, a concentragdo foi mensurada pelo método fenol-sulfdrico conforme

descrito por Dubois et al. (1956).
2.4 Atividade da botriosferana sobre formas promastigotas de L. amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis (10° células/mL) foram tratadas com
diferentes concentracdes de botriosferana (6,25; 12,5; 25; 50; 100 ug/mL). Os parasitos
foram contados em camara de Neubauer apés 24, 48 e 72 h de tratamento (25°C). Como
controle negativo, utilizou-se as formas promastigotas mantidas em meio de cultura sem
tratamento (meio 199). Parasitos tratados com 1 yM de Anfotericina B (AmB) foram
utilizados como controle positivo. A partir da curva dose-resposta gerada, foicalculado

o valor de ICso por regressao nao-linear (GraphPad Software, Inc., USA, 5.00).

2.5 Determinagéo de nitrito como estimativa dos niveis de NO em formas promastigotas

e amastigotas

O 6xido nitrico (NO) foi determinado pelo método de Griess. Foram aliquotados
60 pL do ensaio direto sobre as formas promastigotas nas concentracdes de ICso €
2XICso (7 e 14 pg/mL) no tempo 48 h, como também aliquotados do ensaio
antiamastigota (5x10° células/mL — infectados e tratados nas mesmas condi¢cdes
descritas no ensaio) e adicionou-se 60 UL de reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e
0,1% de naftiltilodiamino-bicloridrato em 5% de HsPO,4 seguidos por 10 min de
incubacdo. Uma curva padréo foi feita usando diluicdes seriadas de NaNO-, e a
absorbéancia foi determinada a 550 nm em leitor de microplacas (Thermo Scientific,

Multiskan GO).
2.6 Determinacé&o do potencial de membrana mitocondrial

Formas promastigotas (10° células/mL) foram tratadas com as concentracées

equivalentes ao ICso e 2XICso (7 € 14 ug/mL) de botriosferana por 48 h com a fim de
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avaliar o potencial de membrana mitocondrial interna. Para isso, utilizou-se a sonda
tetrametilrodamina metil ester (TMRE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os

parasitos tratados foram lavados e incubados com 2,5 yM de TMRE por 30 min a 25°C
e foram analisados utilizando comprimento de onda de excitagéo de 480 nm e emissao

de 580 nm em fluorimetro Perki-Elmer Victor X3.

2.7 Geracgdao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em promastigotas e macrofagos

infectados

A producao de EROs foi avaliada em formas promastigotas de L. amazonensis
(108 células/mL) tratadas com 7 e 14 ug/mL de botriosferana por 48 h ou os macréfagos
infectados por L. amazonensis (5x10° células/mL — infectados e tratados nas mesmas
condi¢cdes descritas no ensaio antiamastigota) lavadas em PBS (pH 7,4) e carregadas
com 10 ou 2 uM, respectivamente, de um diacetato de sonda permeante 2',7’ -
diclorofluoresceina (H.DCFDA) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluido em DMSO e
incubado no escuro por 45 min, a temperatura da célula. As EROs foram medidas com
um comprimento de onda de excitagdo de 488 nm e comprimento de onda de emissao

de 530 nm em um leitor de microplacas de fluorescéncia (Victor X3).
2.8 Avaliacao da presenca de corpos lipidicos por vermelho do Nilo

Formas promastigotas (10° células/mL) foram tratadas com 7 e 14 ug/mL por 48
h. Apés, foram lavadas duas vezes em PBS e marcados com 10 ug/mL de vermelho do
Nilo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 30 min a 25°C. Os corpos lipidicos
citoplasmaticos dos parasitos foram detectados por fluorimetro Perkin-Elmer Victor X3
utilizando comprimentos de onda de 530 nm e 635 nm para emissdo e excitacao,

respectivamente.
2.9 Avaliacéo da presenca de vacuolos autofagicos

Para avaliar a presenca de vacuolos autofagicos, formas promastigotas foram

tratadas por 48 h com 7 e 14 ug/mL de botriosferana. Os parasitos foram lavados duas
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vezes em PBS e incubados com 5 yL de monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) por 1 h a 25°C, em seguida, foram analisados por fluorimetro
(Perkin-Elmer Victor X3) em comprimento de onda de excitagdo de 380 nm e emissdo

525 nm.
2.10 Co-determinacao de anexina-V e iodedo de propidio

Formas promastigotas de L. amazonensis (10° células/mL) foram tratadas com
7 e 14 yg/mL de botriosferana por 48 h a 25°C. Os parasitos foram lavados e
ressuspendidos em 100 pL de tampéo de ligacdo (Santa Cruz Biotechnology), seguido
pela adigdo de uma mistura contendo 0,5 pL de anexina-V FITC e 0,5 pL de iodeto de
propidio (PI) (Santa Cruz Biotechnology). A aquisicdo e andlise dos dados foram
realizados utilizando um citémetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences, San
Jose, CA). As células foram analisadas de acordo com Miranda-Sapla e colaboradores

(2019).
2.11 Avaliacao das alteragBes morfoldgicas e ultraestruturais por microscopia eletrénica

Formas promastigotas tratadas por 48 h com 7 e 14 ug/mL de botriosferana
foram coletadas por centrifugacéo, lavadas em PBS 0,01 M pH 7,2. Para avaliacdo das
alteracdes morfoldgicas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), os parasitos
foram fixados com glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M. Em
seguida, os parasitos foram lavados com tampao cacodilato de s6dio 0,1 M e aderidos
em laminulas recobertas com poli-L-lisina. As células aderidas foram lavadas com
tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pés-fixadas em tetréxido de 6smio, desidratadas em
concentracoes crescentes de etanol (30 — 100%), submetidas a secagem ao ponto
critico através da substituicdo do etanol por didxido de carbono (CO,), metalizadas com
ouro e analisadas em microscépio eletrénico de duplo feixe de alta resolugdo FEI
SCIOS. Para avaliagbes ultraestruturais por microscopia de eletrénica de transmissao

(MET), os parasitos foram fixados com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de
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sédio 0,1 M, pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potéssio 0,8% a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés, foram desidratados em concentracdes
crescentes de acetona (50 — 100%), incluidos em resina EPON e polimerizados em
estufa a 60 °C durante 72 h. Cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrétomo,

depositados sobre grid de cobre, contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo, durante 20 e 10 min, respectivamente. A andlise foi realizada em microscopio

eletrénico de transmissdo JEOL JEM 1400.
2.12 Andlise da viabilidade macréfagos peritoneais

Para avaliar um possivel efeito citotdxico da botriosferana em células peritoneais,
foirealizado o teste de MTT (Sigma-Aldrich) conforme descrito por Fanti e colaboradores
(2018). Macréfagos (5x10° células/mL) foram incubados com botriosferana (6,25; 12,5;
25; 50 pug/mL) por 24 h (37°C, 5% de CO,). O produto do MTT (cristais de formazan)foi
diluidos com 300 pL de DMSO (Sigma-Aldrich), transferido para uma placa de 96 pocos
e lido em um espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 550 nm. Como
controle negativo, utilizou-se macro6fagos néo tratados, enquanto o controle positivo
foram células tratadas com H,O,. Os resultados foram expressos como porcentagem de

viabilidade em rela¢éo ao grupo controle.
2.13 Ensaio hemolitico

A acdo hemolitica da botriosferana foi avaliada conforme Bortoleti e
colaboradores (2018), utilizando eritrcitos de carneiro (Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina: N° 8286/2016.60). O
sangue foi coletado com heparina, e os eritrocitos lavados 3 vezes com PBS
(centrifugacdo a 1000 rpm por 10 min). Uma suspensao de eritrécitos a 2% foi preparada
com PBS e misturada numa placa de 96 pocos com botriosferana 1:1 em um volume
final de 200 yL para se obter concentracoes finais de (6,25; 12,5; 25; 50 ug/mL). As

placas foram entédo incubadas durante 3h a 36°C em 5% de CO.. PBS foi utilizado como



278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

49

controle negativo, e agua destilada como controle positivo para hemdlise. As placas
foram centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min e os sobrenadantes foram coletados

para a determinacdo da absorbancia em 550 nm.
2.14 Ensaio celular antiamastigota

Macréfagos peritoneais provenientes de BALB/c (5x10° cel/mL) foram mantidos
em placas de 24 poc¢os contendo laminulas de vidro de 13 mm, incubados com 500 pL
de meio RPMI 1640 por 24 horas a 37°C e 5% CO,. Os macrofagos aderentes foram,
entdo, infectados com formas promastigotas de L. amazonensis (2,5x10°) por 3 h. Apés
a infeccéo, as formas promastigotas ndo internalizadas foram removidas por lavagem
com PBS e as células infectadas foram tratadas com botriosferana (6,25; 12,5; 25 e 50
pug/mL), meio RPMI 1640 (controle negativo) ou AMB 1 pM (controle positivo) por 24
horas (37°C, 5% CO,). Em seguida, as células foram coradas com Leishman e 20
campos foram analisados por ampliacdo de 1000x em microscoépio de 6ptico (Olympus
Bx41, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) para determinar a porcentagem de
macrofagos infectados e 0 nimero de amastigotas por macréfago apds 24 horas de

tratamento.
2.15 Mensuragéao de citocinas

Os sobrenadantes do ensaio celular antiamastigota foram utilizados para
mensurar os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL) -6 pelo
ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), de acordo com as instru¢des do
fabricante (Thermo Fischer Scientific®). Asplacas foram lidas a 450 nm usando o leitor
de placas ELISA (Thermo Fischer Scientific, Multiskan, GO) e os resultados foram

expressos em pg/mL com base em uma curva padréo.
2.16 Andlise Estatistica

Foram utilizados os dados de trés experimentos independentes realizados em

triplicata e expressos como média + erro padrdo da média. Os dados foram analisados
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utilizando o software estatistico GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., EUA,
500.288). Diferencas significativas entre os tratamentos foram determinadas por
ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey para comparagdes mdultiplas. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
3. Resultados e Discusséo

Diante do cenario atual, com tratamentos limitados e toxicidade elevada, a busca
por produtos naturais derivados de plantas e/ou fungos com acéo leishmanicida tém
sido de grande interesse por alguns pesquisadores (Fatima et al., 2016). Desse modo,
o presente estudo busca esclarecer alguns mecanismos de acao sobre as
promastigotas e atividade antiamastigota da botriosferana B (1—3; 1—6) D-glucana no

modelo experimental in vitro de Leishmania amazonensis.

Primeiramente, nds avaliamos a concentracao total da botriosferana pelo método
de fenol-sulfurico e encontramos um valor de 0,5 g/L (dados ndo mostrados). A partir
desta, investigamos a atividade direta da botriosferana sobre formas promastigotas de
L. amazonensis. Todas as concentragfes (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) e tempos
testados (24, 48 e 72 h) mostraram uma reducdo significativa na proliferagdo de L.
amazonensis em relacao ao controle (Figura 1a) (p<0,001). O tratamento com 1 uM de
Amb também reduziu significativamente a proliferacdo dos parasitos em relacédo ao
controle (p<0,001) em todos os tempos testados. A partir destes dados, foi calculado o
valor de ICsg, isto é, a concentragdo capaz de inibir o crescimento dos parasitos em
50%. As concentracdes estabelecidas foram de 37,4; 7 e 13 pg/mL, respectivamente
para 24, 48 e 72 h (Figura 1b, c, d). Desta forma, optamos por prosseguir 0s
experimentos no tempo em que 0 composto apresentou a menor concentracao eficaz,
isto é, a concentracdo 7 pug/mL, no tempo de 48 h. Estudos anteriores utilizando -
glucana fungicas mostraram a acao deste composto frente a espécies de L. major e L.
amazonensis, onde B-glucanas proventientes de Saccharomyces cerevisiae e

Auerobasidium pullulans foram capaz de impedir a progressao das lesdes e diminuir a



331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

51

espessura das patas de camundongos BALB/c e C57BL6, respectivamente (Goldman

and Jaffe, 1991; Yatawara et al., 2009).

Sabendo do efeito leishmanicida da botriosferana, analisamos quais possiveis
mecanismos de acao poderiam estar envolvidos na eliminacéo do parasita. Nos
verificamos que o tratamento (2xICso) foi capaz de aumentar os niveis de 6xido nitrico
(NO) nos parasitos apés 48 horas de tratamento (p<0,001) (Figura 2a). Além disso,
observamos que a botriosferana (2xICso) provocou hiperpolarizacdo mitocondrial
(p=0,05) sendo confirmado por MET, onde a mitocondria apresentou-se inchada (Figura
3g-h). Ambas as concentracdes (ICso € 2x1Cso) provocaram aumento nos niveis de EROs
(p=<0,05) e da presenca de corpos lipidicos (p<0,0005) no tempo de 48 horas (Figura 2b-
d).

O NO, além de ser uma potente molécula microbicida, € um importante
modulador do metabolismo mitocondrial, afetando suas fung¢des cruciais e gerando
hiperpolarizacdo das membranas mitocondriais (Nagy et al., 2007). As mitocondrias sdo
essenciais na sobrevivéncia de tripanossomatideos, como Leishmania spp., uma vez
gue estes parasitos possuem uma unica mitocéndria, responsavel pela geragdo do ATP
celular (Fidalgo and Gille, 2011; Monzote and Gille, 2010). A hiperpolarizacdo
mitocondrial, por sua vez, esta diretamente relacionada com a sintese de superédxido
(O2) e, consequentemente, EROs intracelular (Fidalgo and Gille, 2011). Essa
sobrecarga pode resultar em alteracfes na permeabilidade da membrana mitocondrial
e induzir a abertura de poros de transcricdo de permeabilidade ndo seletiva e de alta
condutancia na membrana mitocondrial interna, resultando em incha¢o mitocondrial,
podendo levar a morte celular por apoptose ou necrose (Javadov et al., 2018). Além
disso, Queiroz et al. (2015) mostraram que a mesma botriosferana 3 (1—3; 1—6) D-
glucana foi capaz de aumentar a producdo de EROs em linhagem celular de cancer de
mama (MCF-7) no tempo de 48 horas. O estresse oxidativo acarreta em danos no

material genético, proteinas e lipidios, podendo causar a deposic¢ao de lipidios no citosol



358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

52

(Ray et al., 2012; Scariot et al., 2017). A presenca de vacuolos lipidicos, por sua vez, é

indicativa de morte celular (Boren and Brindle, 2012).

Assim, nosso proximo objetivo foi identificar qual o tipo de morte celular
desencadeada nas formas promastigotas tratadas. Primeiramente verificamos que os
tratamentos com ICso e 2xICsq da botriosferana por 48 horas foram capazes de causar
um acumulo de vacuolos autofagicos no parasita (Figura 4a) (p<0,05), o mesmo foi
observado em MET (Figura 3g-h). Para organismos como Leishmania, a autofagia
desempenha um papel fundamental, participando de diversos efeitos, desde a
sobrevivéncia a deplecdo de nutrientes até a diferenciagédo de sua morfologia durante o
ciclo biolégico (Giri and Shaha, 2019). No entanto, estudos sugerem que a autofagia

pode preceder ou mesmo desencadear a apoptose (Marifio et al., 2014).

Nossos resultados mostraram a presenca da dupla marcacéo para anexina
V+/PI+ demonstrando que o tratamento é capaz de induzir apoptose-like na maioria dos
parasitas (p<0,0005) (Figura 4b). Situagdo semelhante foi observado por MEV e MET,
onde os parasitos tratados com ICs e 2xICso mostraram rugosidade na superficie celular
(Figura 3b-e), nacleos atipicos com marginalizacao da cromatina e alteracées na
membrana plasmatica (Figura 3g-h). Além disso, o tratamento com 2xICso exibiu

extravasamento do conteldo celular na regido do flagelo (Figura 3d-e).

A apoptose-like é descrita em tripanossomatideos, pois compartilham aspectos
morfoloégicos e moleculares da apoptose de metazoarios, no entanto ndo possuem
moléculas que sdo mediadores candnicos como membros da familia Bcl-2, caspases e
familia de receptores relacionados ao TNF (Proto et al., 2013; Smirlis and Soteriadou,
2011). Na Leishmania, pode estar presente o arredondamento celular, encolhimento
celular, alteracdes na membrana plasmatica com manutencao de sua integridade,
modificagbes mitocondriais, condensacédo da cromatina, fragmentacdo nuclear e do
DNA. Além disso, células apoptoticas tardias sdo indistinguiveis das células necréticas

(Basmaciyan and Casanova, 2019; Jiménez-Ruiz et al., 2010). Diversos estudos tém
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demonstrado a importancia da inducao deste tipo de morte em estudos com compostos
com acao leishmanicida (Antinarelli et al., 2018; Bortoleti et al., 2018; Lopez-Arencibia
et al., 2019; Miranda-Sapla et al., 2019; Tomiotto-Pellissier et al., 2018a). Resultado

semelhante foi observado por Queiroz et al. (2015), onde mostraram que o tratamento
com a botriosferana aumentou os niveis de apoptose em células MCF-7, associada ao

estresse oxidativo e ativagdo de AMPK e FOXO3a.

Sabendo do efeito da botriosferana sobre formas promastigotas, investigamos
seu potencial de acao sobre formas intramacrofagicas. Primeiramente, nds avaliamos a
citotoxicidade da botriosferana em células primarias, onde observamos que nenhuma
concentracdo testada foi toxica tanto para macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c, como para eritrécitos ovinos (Figura 5a e 5b). Corroborando com nossos
resultados, Roudbary et al., (2015) demonstraram que uma f3-glucana proveniente de
Saccharomycess cerevisiae, ndo apresentou citotoxicidade sobre macrofagos
peritoneais. Similarmente, Choromanska et al. (2018) demonstraram que a hemdlise s6
estava presente em concentracdes de B-glucana acima de 300 pg/mL. A partir dessa
andlise, as concentracbes de 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL no tempo de 24 horas foram

escolhidas para prosseguir 0s proximos experimentos.

Em seguida, avaliamos o tratamento da botriosferana sobre macréfagos
peritoneais infectados com L. amazonensis. Macréfagos sao as principais células
hospedeiras para Leishmania spp., sendo fundamentais na resposta contra estes
parasitos (Tomiotto-Pellissier et al., 2018b). Nossos resultados demonstraram que o
tratamento foi capaz de reduzir a porcentagem de macréfagos infectados nas
concentracoes de 12,5 (50,75% 16,48), 25 (55,66% +3,93) e 50 pug/mL (72,9% £6,98),
quando comparado com o controle (p<0,0001) (Figura 6a). Também foi possivel
observar reducdo no numero de amastigotas por macrofagos nas concentracdes de
12,5; 25 e 50 pg/mL (p<0,0001) (Figura 6b). Resultado semelhante foi observado por

Shivahare et al. (2016) que avaliou a atividade da lentinana, uma B-glucana, frente a
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macrofagos infectados por L. donovani, onde sua concentracdo mais alta 20 pg/mL foi

capaz de inibir 55,8 +3,8% da carga parasitaria.

Uma vez comprovado o efeito da botriosferana sobre macréfagos infectados,
investigamos por quais mecanismos ocorreram a eliminacdo das formas amastigotas.
Nossos resultados mostraram que o tratamento com a botriosferana foi capaz de
aumentar os niveis de citocinas como TNF-a e IL-6 em todas as concentracdes testadas
(Figura 7a-b), como também aumentar os niveis de EROs e NO nas concentracdes de
25 e 50 pg/mL (Figura 7c) e apenas 50 pg/mL (Figura 7d), respectivamente, quando

comparado com o controle (p<0,0005).

Estudos mostraram que as p-glucanas sdo capazes de agir como
imunomoduladores, ativando componentes celulares e humorais e aumentando a
atividade de células como macroéfagos ligando-se através de receptores como dectina-
1 (Chang et al., 2010; Reid et al., 2009; Tsoni and Brown, 2008). Apos a ligacdo com
dectina-1, ha a indugéo da sua via de sinalizagéo. A dectina-1 possui em sua cauda um
motivo de ativagdo do imunorreceptor baseado em tirosina (ITAM), com a ligagéo de
uma B-glucana, as sequéncias de ITAM tornam-se fosforiladas em tirosina pelas
guinases da familia Src, fornecendo um sitio de ligagcdo para ancoragem de Syk,
iniciando os eventos subsequentes de sinalizacéo a jusante. Estes eventos envolvem o
adaptador CARD9, ativacao de proteinas ativagcao por mitogénio (MAP) quinases, fator
nuclear de células T ativadas (NFAT) e fator nuclear kappa B (NFkB) (Tsoni and Brown,
2008). Em macroéfagos, a ativagédo da Syk € suficiente para gerar uma explosao
respiratoria, visando eliminar o patégeno (Underhill et al., 2005). No entanto, para
producéo de citocinas pro-inflamatdérias, a dectina-1 necessita da sinalizacao
cooperativa de outros receptores do tipo toll (TLRs) acoplados ao Myd88, resultando em
translocagao aprimorada de NFkB para o nucleo e consequentemente resultando na
inducao de mdltiplas citocinas como TNF, IL-23, IL-6, IL-10, IL-12 e outras (Brown, 2006;

Chang et al., 2010; Reid et al., 2009; Roma et al., 2016; Tsoni and Brown, 2008).
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Outras B-glucanas como lentinana, também possuem um efeito
imunomodulador, potencializando respostas pré-inflamatérias como IL-12, TNF-a e NO
no modelo de Leishmania (Shivahare et al., 2016). A regulacao positiva de citocinas pro-
inflamatorias esta associada a inducéo da producdo de EROs e NO, que em conjunto
visam a eliminacéo do patégeno, principalmente por dano oxidativo direto (Horta et al.,

2012; Rossi and Fasel, 2017).
4. Concluséo

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a botriosferana B (1—3;
1—6) D-glucana apresenta atividade leishmanicida em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, atuando em processos autofagicos e apoptoéticos. Ja em
macroéfagos infectados, observou-se o efeito imunomodulador induzindo produgédo de
EROs e NO, contribuindo com a eliminacdo das formas amastigotas nas maiores
concentracdes. E importante destacar que esses dados s&o os primeiros a
determinarem os mecanismos de eliminag&o de L. amazonensis in vitro quando tratados

com uma B-glucana.
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665
666  Figura 1. Botriosferana possui atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de

667 L. amazonensis. Formas promastigotas foram tratadas com diferentes concentragdes
668 (6.25, 12.5, 25, 50 e 100 pg/mL) de botriosferana, meio M199 (controle) e 1 uM de
669 anfotericina B (AmB controle positivo) e a proliferagdo dos parasitos foram analisadas
670 nos tempos de 24, 48 e 72 h (a). A partir do ensaio de proliferagdo foram calculadas as
671 concentragBes que inibiam 50% das formas promastigotas nos tempos de 24 (b), 48 (c)
672 e 72 horas (d) Os valores representam a média + SEM de trés experimentos
673 independentes realizados em triplicata. ** Diferenca significativa comparado com o

674  grupo controle (p<0,001), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001).
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675

676  Figura 2. Mecanismos de acdo da botriosferana sobre formas promastigotas de L.
677 amazonensis. O sobrenadante do ensaio direto sobre as formas promastigotas de L.
678 amazonensis foi coletado para dosagem dos niveis de NO pelo método de Griess nas

679 concentracdes de ICso (7 pg/mL) e 2xICso (14 pg/mL) no tempo de 48 horas (a). Os
680 parasitos foram tratados por 48 h com ICso (7 pg/mL) e 2xICso (14 pg/mL) e analisados
681 utilizando o ensaio de TMRE pelo método fluoriométrico (b), mensuracédo de espécies
682 reativas de oxigénio utilizando a sonda H.DCFDA (c) e andlise da presenca de corpos
683 lipidicos pelo método de vermelho do Nilo (d). Os valores representam a média + SEM
684 de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * Diferenca significativa
685 comparado com o controle (p<0,05), ** (p<0,001), *** (p<0,0005), **** (p<0,0001), ###

686 (p<0,0005).
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Figura 3. Analise morfoldgica e ultraestrutural de promastigotas de L. amazonensis.

689 Formas promastigotas foram tratadas com 7 e 14 ug/mL de botriosferana por 48 h e

690 analisadas sobre microscopia eletronica de varredura e transmissao. (A e F) Controle.

691

692

693

694

695

696

697

698

(B, C, GeH)ICs. (D, E, I, J) 2xICso. (A-E) Microscopia Eletrénica de Varredura. (F-K)
Microscopia Eletrbnica de Trasmissao. (seta branca) extravasamento celular; (seta
preta), alteragdo membrana plasmatica; A , inchago mitocondrial; *, vacuolos
autofagicos; m , alteracao nuclear; ¢, cinetoplasto; f, flagelo; m, mitocondria; n, nucleo.

Barras =5 uM (A-E), 2 uM (G), 1 uM (F,J) e 0,5 uM (H, ).
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Figura 4. Processos autofagicos e apoptéticos induzidos pela botriosferana em formas

promastigotas de L. amazonensis. Os parasitos foram tratados por 48 h com ICso (7.0

699 pg/mL) e 2xICso (14 pg/mL) e analisados utilizando monodansilcadaverina (MDC) para

700 quantificacdo de vacuolos autofagicos por fluorimetria (a) e analise de apoptose,

701 necrose por anexina-V e iodeto de propidio respectivamente por citometria de fluxo (b).

702 Os valores representam a média £+ SEM de trés experimentos independentes realizados

703 em ftriplicata. * Diferenga significativa comparado com o controle (p<0,05), ** (p<0,001),

704 *** (p<0,0005), **** (p<0,0001), # (p<0,05), ## (p<0,001), #### (p<0,0001).
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705

706 Figura 5. Viabilidade de macréfagos peritoneais e eritrécitos ovinos. Macrofagos
707 peritoneais (a) e eritr6citos ovinos (b) foram tratados com botriosferana nas
708 concentragdes de 6.25, 12.5, 25, 50 pg/mL por 24 e 3 h, respectivamente. Controle
709 positivo (PBS) e controle negativo (RPMI). Os valores representam a média + SEM de
710 trés experimentos independentes realizados em triplicata. **** Diferencga significativa

711 (p<0,0001).
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712

713 Figura 6. Botriosferana possui efeito sobre macréfagos infectados com L. amazonensis.
714 Macréfagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis e tratados com
715 botriosferana por 24 h com Amb 1 pM, 6.25,12.5, 25 e 50 pg/mL e analisados as

716  porcentagens de macrofagos infectados (a) e o nimero de amastigotas por macréfagos
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717 (b). Os valores representam a meédia + SEM de trés experimentos independentes

718 realizados em triplicata. * Diferenga significativa comparado com o controle (p<0,05) **

719 (p<0,001) **** (p<0,0001).
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Figura 7. Botriosferana elimina formas amastigotas de L. amazonensis por aumento de
citocinas, EROs e NO. Macro6fagos peritoneais foram infectados por L. amazonensis e
submetidos ao tratamento com botriosferana nas concentragdes de 12.5, 25 e 50 pg/mL
durante 24 h. Para mensuracao de EROs foi utilizada a sonda H.DCFDA. O

sobrenadante da cultura foi coletado para mensuragdo dos niveis de NO pelo método

726 de Griess e dosagem de citocinas por ELISA. Os valores representam a média + SEM

727 de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * Diferencga significativa

728 comparado ao controle (p<0,05), ** (p<0,001), *** (p<0,0005).
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5 CONCLUSAO

Atraveés dos resultados obtidos, concluimos que:
A botriosferana apresenta atividade leishmanicida direta sobre as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis através dos mecanismos de apoptose-like,
pela producdo de Oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio, hiperpolarizacao
mitocondrial, acimulo de corpos lipidicos e formacdo de vacuolos autofagicos no
parasito.
A botriosferana é capaz de causar alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais nas
promastigotas.
Botriosferana ndo apresenta efeitos citotoxicos sobre macrofagos peritoneais e
eritrocitos ovinos.
Botriosferana apresenta atividade antiamastigota, reduzindo a porcentagem de
macrdéfagos infectados e o numero de amastigotas por macréfagos.
A botriosferana apresenta atividade imunomoduladora, induzindo a producédo de
espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico.
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ANEXO
ANEXO A Comité de Etica em Experimenta¢io Animal

|l Universidade W
0 Esiadual de Londrina &

\
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 88/2018 Londrina, 06 de Junho de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliagdio da utilizagdo da nanoparticula de
prata biologica ¢ compostos naturais e sintéticos na leishmaniose in vitro e in vivo ." Protocolo
CEUA n° 8595.2018.89. sob a responsabilidade de Ivete Conchon Costa, que envolve a produgio,
manutengdo ¢/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica, tra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em
05/06/2018.

O objetivo do trabalho sera avaliar o efeito do tratamento com nanoparticula de Prata
Biolégica (NpAg) em associagio com compostos naturais e sintéticos na imunomodulagdo em

macrofagos de camundongos BALB/c infectados com Leish ia (L.) Grau de

Invasividade : Gl1

Vigéncia do Projeto 01/06/2018 a 31/05/2021

Espécie/linhagem Camundongo isogénico (BALB/c)

N° de animais 145

Peso/ldade 25g/ 6 a 8 semanas

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério da FIOCRUZ de Curitiba

Amostras a serem coletadas | Macréfagos  peritoneais, Linfonodo popliteal, ~Figado, Lesdo
leishmaniética e Soro/plasma

am-se qu;a,isqu_er alteragdes no protocolo experimental
apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente & execugio
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