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Resumo:

A leishmaniose tegumentar é uma doenca infecciosa causada por
protozodrios Leishmania e caracterizada por lesdes cutaneas e mucosas. Os
antimoniais e a anfotericina B sdo farmacos utilizados no tratamento da
doenca, mas estdo relacionados com graves efeitos adversos, toxicidade,
além de falhas terapéuticas e abandono do tratamento. Por isso, muitos
estudos tém sido conduzidos para a descoberta de novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose. Recentemente, foi demonstrado o potencial
leishmanicida do 6leo essencial de Tetradenia riparia (TrEQ) e seu derivado
6,7-dehidroroileanona (TrROY) sobre promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. No presente estudo, foi avaliada a
modulacdo de citocinas produzidas por macrofagos murinos infectados e
nao infectados com L. (L.) amazonensis tratados com TrROY. O TrROY foi
testado nas concentragbes de 100, 1 e 0,1 ug/mL apds um periodo de 24 h
de incubacgéo, na presenca e auséncia de infecgcdo por Leishmania. A
deteccéo de citocinas (pg/mL) foi realizada por citometria de fluxo utilizando
a tecnologia multiplex. Os resultados foram analisados utilizando o teste t de
Student aceitando um intervalo de confianca de 95%. O TrROY foi capaz de
modular a producdo de citocinas essenciais para a defesa imune contra a
leishmaniose, inibindo IL-4 e induzindo IL-12, tanto na presenca e auséncia
de infeccdo. A concentracdo de TrROY recomendada para oS proximos
estudos, é a de 0,1 pg/mL, por ter atividade leishmanicida, mas nao
citotoxica, e ainda modular a resposta imune de macréfagos murinos
infectados por Leishmania. Dessa forma, o TrROY mostrou-se como um
promissor agente leishmanicida e imunomodulador.
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A Leishmaniose tegumentar € uma doenca infecciosa causada por
protozoarios do género Leishmania, e € caracterizada por lesdes cutaneas,
mucocutaneas e mucosas. Desde 1940, a leishmaniose tem sido tratada
com antimoniais, mas essa terapia apresenta falhas, efeitos adversos
graves, e a cardiotoxicidade é frequentemente relatada (Oliveira et al.,
2014). Por estas razbes, pesquisadores tém investigado produtos naturais
para a descoberta de novas estratégias terapéuticas para a leishmaniose. A
utilizacdo de plantas medicinais pode ser uma estratégia para a modulacao
da secrecdo de citocinas, oferecendo novas abordagens para o tratamento
da doenca (Demarchi et al, 2015, 2016).

Gazim et al. (2010, 2014) identificaram uma série de compostos da
classe dos terpendides no 6leo essencial de T. riparia (TrEO), entre os quais
esta o diterpeno 6,7-dehidroroileanona (T. riparia 6,7-dehidroroileanona,
TrROY). A atividade antioxidante e antitérmica do TrROY foi recentemente
descrita na literatura (Gazim et al. 2014), mas até o presente momento, ndo
h& estudos que descrevem os efeitos do TrROY sobre a modulagdo de
citocinas importantes para a resposta imune e eliminacdo dos parasitos
Leishmania. Dessa forma, as pesquisas com esse diterpeno tém sido
estimuladas para a descoberta de um novo agente leishmanicida. O objetivo
deste estudo € avaliar a atividade imunomoduladora do 6,7-
dehidroroileanona, TrROY, em macréfagos infectados por Leishmania
(Leishmania) amazonensis e na auséncia de infec¢ao.

Materiais e métodos

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (30 a 40 dias de
idade) foram obtidos, e uma suspensdo de 1x10° células foram plaqueadas
em meio de cultura RPMI e submetidas as seguintes condi¢des: 1)
Macrofagos néo tratados, cultivado em meio (controle negativo; 2)
Macrofagos foram infectados por formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis na proporcdo de 6 parasitos para cada
macréfago (controle positivo de infecgdo) durante 4 horas; 3) Macréfagos
infectados com Leishmania (1:6) e tratados com o TrROY nas concentracdes
de 100, 1 e 0,1 pg/mL, tratamento de 24 h; 4) Macrofagos ndo infectados e
tratados com o TrROY nas concentracdes de 100, 1 e 0,1 pg/mL por 24 h.
Nessas concentracées, o TrROY possui atividade leishmanicida sobre
formas amastigotas de Leishmania, e é capaz de reduzir em 50% o indice de
infeccdo de macréfagos murinos infectados por L. (L.) amazonensis apos 24
h de incubacdo (Demarchi et al., 2015). Para a determinacdo das citocinas
(pg/mL) utilizou-se o kit Multiplex Mouse Cytokine Magnetic 10-Plex Panel
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A analise final foi realizada por citometria
de fluxo usando a tecnologia Luminex® 200™. Os resultados foram
digitados no software Microsoft Excel® 7.0 e a partir do teste t de Student foi
analisada a significancia estatistica utilizando um intervalo de confianca de
95%. Para este estudo, foi obtido o parecer favoravel do Comité de Conduta
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Etica no Uso de Animais em Experimentagéehsf(CEAE) da UEM (parecer
133/2012 e 079/2012).

Resultados e Discussao

Os macréfagos infectados e nao tratados com TrROY mostraram uma
reducdo no niveis de IFN-y e aumento de IL-4. A infec¢do por L. (L.)
amazonensis induz a liberacdo de citocinas IL-10, IL-4 e IL-5 envolvidas com
a resposta imune do tipo Ty2, considerada ndo protetora e diretamente
relacionada com a progresséo da doenca, e reduz citocinas como IFN-y e IL-
12 para escape da resposta imune celular protetora (Oliveira et al., 2014).

Os macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis e tratados com
TrROY somente apresentaram diferenca na producéo de IFN-y, IL-12 e IL-4.
Ocorreu uma diminuicdo da producédo de IFN-y em comparagdo com o
controle negativo, no entanto, a infeccdo por L. (L.) amazonensis na
auséncia de tratamento também foi capaz de diminuir a produgdo desta
citocina, ndo havendo diferenca entre tratado e néo tratado. A diminuicao do
IFN-y provavelmente ocorreu devido a infeccdo parasitaria e o tratamento
com o TrROY néo foi capaz de subverter essa acédo. Houve um aumento da
producéo de IL-12. Esta citocina promove a imunidade mediada por células,
estimulando os linfécitos TH; e controlando a inflamacdo. Tanto IFN-y
qguanto a IL-12 s&o criticas para o controle da difusdo dos agente infecciosos
intracelulares como a Leishmania, e podem ser alvos para a terapia da
leishmaniose (Oliveira, et al., 2014).

Na concentracdo néao citotdéxica para macréfagos murinos (0,1 pg/mL),
o TrROY promoveu uma reducdo de IL-4 em relagdo aos macrofagos
infectados e néo infectados. Nas demais concentracdes de TrROY (100 e 1
png/mL) em macréfagos infectados também houve reducgéo dos niveis de IL-
4. Nessas mesmas condicdes, foi observado que nessas concentracdes, 0
TrROY apresenta citotoxicidade, por isso sugere-se que esse efeito de
reducdo desta citocina esteja relacionado com a citotoxicidade promovida
pelo diterpeno quando utilizado nestas concentragbes (Demarchi et al.,
2015). A 0,1 pg/mL, o TrROY foi capaz de subverter o aumento de IL-4
promovido pela infeccdo por Leishmania, reduzindo seus niveis
significativamente. Isto € favoravel para o tratamento, uma vez que a IL-4
promove uma regulacdo negativa da resposta imune e também estimula a
resposta celular do tipo TH inibindo os mecanismos de morte induzidos por
macrofagos, e promovendo a progressao da infeccao (Oliveira, et al., 2014).
Com a inibicdo da IL-4, as células TH, e THjy; sé@o inibidas, e citocinas de
protecdo séo estimuladas pelo diterpeno, como IL-12, contribuindo, assim,
para a morte de Leishmania e controle da infeccéo.

Conclusodes
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O TrROY foi capaz de modular a producdo de citocinas essenciais
para a defesa imune contra a leishmaniose, inibindo IL-4 e induzindo IL-12.
A partir deste estudo, o diterpeno 6,7-dehidroileanona derivado do 6leo
essencial de T. riparia tem atividade imunomoduladora in vitro na presenca e
auséncia de infeccdo por Leishmania. Por isso, sugere-se que sejam
realizados testes in vivo com o TrROY para esclarecer o seu potencial
leishmanicida e imunomodulador.
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