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LEISHMANIOSES — A BUSCA DE UMA 'I:ERAPEUTICA
MAIS ESPECIFICA E MENOS TOXICA

Geny Aparecida Cantos

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo pesquisar uma medicacéo mais especifica e menos
toxica para doencas ocasionadas por protozoarios do género Leishmania, a partir da
levedura de panificacéo e sua posterior complexacdo com antiménio. A droga preparada foi
comparada com a existente no mercado (o Glucantime) mostrando superioridade

leishmanicida tanto “in vitro” como “in vivo”.
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1. INTRODUGCAO

As leishmanioses sdo doengas ndo
contagiosas, transmitidas por insetos do género
Phebotomus ou Lutzomya, conhecidos mais
pelos nomes de mosquito palha, birigui. Estes
mosquitos, estando contaminados, ao picarem o
homem ou outro animal, regurgitam as leishmanias
que penetram passivamente pela picada,
atingindo o sistema monocitico fagocitério,
reproduzindo-se intensamente e levando as mais
diversas lesdes. Podemos resumir todas essas
variedades de lesGes, agrupando as
leishmanioses em 3 grupos:

1. Formas em que 0s protozodrios ocasionam
lesdes apenas cutdneas, com ndédulos
fechados, podendo encontrar grande nimero
de parasitas nessas lesdes. Essa forma ¢
encontrada predominantemente no sul da
RUssia, na Ardbia, Grécia e outros paises do
Mediterréneo. No Brasil a maior parte dos
casos de leishmanioses cuténeas € atribuida a
leishmania (leishmania) amazonensis,
encontrando-se principalmente na regidao
Norte.

2. Formas cutdneas ulcerosas, com numero de
parasitas escassos, que podem complicar-se
comprometendo as mucosas do nariz, da
boca e da faringe, dificultando, nesse caso, a
respiragdo, impedindo a alimentagdo,
podendo levar o individuo a morte por
caguexia ou mesmo por invasdo bacteriana.
Essas doengas sdo conhecidas popularmente
pelos nomes de espundia, Ulcera de Bauruy,
Glcera dos Pescadores. No Parand, em
especial, tem-se relatado um ndice de 500%
para essas formas.

3. Formas viscerais, onde os parasitas apresentam
acentuado tropismo pelo sistema monocitico
fagocitério visceral, principalmente do bago,
do figado e da medula éssea. E conhecida
entre outros, pelos nomes de calazar (que
significa febre negra), febre de Dum-Dum e
esplenomegalia tropical. O calazar ¢ uma
doenca que leva a uma desnutrigdo e
enfraquecimento muito grandes, acarretando
inativagao para o trabalho, além do alto indice
de mortalidade.

Embora o homem ndo represente um
reservatério epidemiologicamente importante nas
Américas (diferindo do calazar da India), a
preocupacdo com a terapéutica especifica das
leishmanioses se justifica, por razdes dbvias e, até
certo ponto, prende-se a adequé-la a nossa
realidade.

Ao contrédrio do que se passa em certos paises
do Oriente, onde o tratamento da leishmaniose
pode ser exclusivamente local, entre nés deve ser
feita de maneira mais especifica e enérgica.
Assim muitas drogas tém sido ensaiadas e
utilizadas na terapéutica das leishmanioses. Entre
elas destacam-se os antimoniais organicos, as
diaminas arométicas e a Anfotericina B.

Antes do advento dos antimoniais (1912), os
métodos utilizados para o tratamento das
leishmanioses consistiam em raspagens e
cauterizacdes com nitrato de prata, &cido, fogo,
etc. (Vianna 1914). Em relagdo aos antimoniais a
literatura ¢ ampla no sentido da sua agdo

parasiticida, entretanto, inimeros sédo os efeitos
téxicos relatados. No Brasil, hoje, o Unico
produto encontrado no comércio € o antimoniato
de N-metil glucamina (Glucantime). A substancia
¢ encontrada em ampolas de 5.0m| em solugdo
de 30%. As séries de tratamento consistem de 8
a 30 injegdes, comegando com 0,5 cm diérios.

2. OBJETIVOS DAS PESQUISAS
ATUAIS

O estégio atual de conhecimentos em relagdo
3 terapéutica especifica, reflete o embate de
conceitos insuficientemente claros. Dentro deste
contexto, ressalta-se a necessidade de uma
terapéutica mais especifica e menos tdxica que
propicie ao leishmaniético resultados mais
seguros de cura.

Na presente investigagdo além da droga
preparada, a atividade leishmanicida foi testada
em nivel celular “in vitro” e “in vivo” em animais de
laboratérios com a colaboragdo da Professora
Clara Lcia Barbiere Mestriner e do Professor L.R.
Travassos da Escola Paulista de Medicina.

O embasamento da pesquisa atual levou em
conta que espécies do género leishmania, vivem
exclusivamente dentro do macréfago no
hospedeiro vertebrado (Abok et alii, 1988) e que
algumas classes de macréfagos apresentam
receptores manosil (Stahl e Gordon, 1982 e
Person, 1987). Assim, parece que a manana de
levedura, que contém unidades o - D-
manopiranosil, pode ser particularmente
complexada com antimdnio e, assim, ser
reorganizada e endocitada pelos macréfagos.
Dessa forma, as drogas antimoniais a base de
manana seriam reconhecidas e endocitadas pelo
macréfago, provocando a liberagdo de
pentdxido de antiménio no ambiente &cido do
fagolisossoma, sendo este composto altamente
téxico para o protozodrio.

Com este objetivo foi preparada manana
(extraida da levedura de panificagdo) a qual foi
complexada com antiménio. Este complexo foi
utilizado nos testes biolégicos realizados “in
vitro” em macréfagos e “in vivo”. O protozoério
utilizado foi leishmania (leishmania)
amazonensis. Numa etapa final, a atividade
leishmanicida foi comparada com a droga
comercial e o efeito receptor manosideo, foi
analisado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Preparacdo da Manana de Levedura
de Panificagdo

A maioria das leveduras contém, em suas
paredes, mananas ou heteropolissacarideos
contendo manose, glucose e outras aldoses
(Gorin & Spencer, 1970). A fim de extrair esses
polissacarideos, a levedura de panificagao foi
aquecida em solugdo aquosa alcalina e o produto
foi fracionado utilizando-se solugdo de Felhing
(Jones & Stoodley, 1965). O complexo clprico
insolivel de manana foi decomposto através da
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resina Amberlite IR-120 (forma H*), liberando
manana com um rendimeno de 2,2%.

A figura 1 mostra a estrutura quimica da
manana (Lee & Ballou, 1965), a qual apresenta
uma cadeia principal de o — D-manopiranose
com ligagdes (1->— 6), que ¢ substituida na
posicdo 2, com cadeias laterais de manopiranose
contendo ligagdes o (1 —>—2)e o (1 —>—3).

CH,OH

Fig. 1 — Estrutura quimica da manana
(lee & Ballou, 1965)

3.2. Reagdo da Manana e seus
Derivados com Antimdnio

Os complexos de antiménio com
carboidratos podem ser formados pela agao
coloidal com pentdxido de antiménio. O
pentacloreto de antiménio foi adicionado, assim,
a uma solugdo de polissacarideo em agua, de
forma que a concentragdo de &cido cloridrico
produzido ndo suficientemente capaz de
hidrolisar as ligacdes glicosidicas. Apds 5
minutos, a reagdo foi neutralizada com
bicarbonato aquoso. Posteriormente, a reacdo foi
aquecida a 60°C por uma hora a fim de liberar
todo diéxido de carbono formado durante a
reagdo, bem como delimitar o término da reagao
com pentéxido de antiménio com manana.
Todos os produtos formados insollveis em dgua
foram eliminados apds © processo de
centrifugagao.

SbCls + 6NaHCO3 — SNaCl + NaSb(OH)g + 6COqg

O cloreto de sédio também foi eliminado
quando o complexo polissacarideo antimoniato
foi precipitado em metanol ou quando a solugdo
foi dialisada e o produto preparado foi
liofilizado.

A anédlise do conteldo de antiménio foi
realizada conforme técnica apresentada po,

Vogel, 1981. Pode-se observar que o conteddo
de antiménio de amostra dialisada ¢ menor que
aquele, quando precipitado em metanol, e que o
contedo de antimdnio é proporcional a
quantidade de pentacloreto de antiménio
adicionado a reagdo. Assim, quando se utilizou
2.3 moles/mol de pentacloreto de antiménio e o
polissacarideo foi precipitado em metanol,
obteve-se um percentual de Sb de 9.7. Quando
se utilizou 1.56 moles de pentacloreto de
antiménio decaiu para 6.4 e quando se utilizou
0.78 caiu ainda mais para 0.78. (tab. 1)

3.3. Testes de Atividade
Biolégica

Os macréfagos sdo células capazes de ingerir
particulas e substancias sollveis. As espécies do
género Leishmania tém sido como habitat do
préprio sistema monocitico fagocitario. Assim, os
testes biolégicos foram realizados a partir de
culturas de macréfagos infectados por formas
amastigotas (forma existente no hospedeiro
vertebrado) da espécie L. (L) amazonensis, ©
qual foi obtido da lesdo da pata de hamster ou
camundongo Balb/c.

A droga escolhida para os testes biolégicos
foi aquela cujo contelido de antiménio foi em
torno de 3.1%, pois quanto maior € a
complexagdo maior € a insolubilidade. Mesmo
trabalhando com esse nivel de complexagdo o
complexo manana-Sb mostrou-se parcialmente
insoltivel (com rendimento de aproximadamente
50%) de forma que o contetido real de antiménio
foi de 0.88%. Este foi o percentual de Sb real da
droga testada. As concentragdes utilizadas nos
testes bioldgicos preliminares foram de 1.0, 2.0 e
3.0mg/ml.

TABELA |
Determinagao do contetido de antiménio no
complexo Manana-Sb pelo método
espectrofotométrico (Vogel, 1981).

Material A(2.3) B(1.56) C(0.78)
complexado

M D M D M D

Manana 9.7 3.6 64 25 3l =15

A, B e C— referem-se ao percentual de antimdnio quando
se utilizou na reagdo 2.3, 1.56 e 0.78
moles/mol de pentacloreto de antiménio
respectivamente.

MeD - referem-se a complexagéo de polissacarideos
com antiménio, quando estes foram
precipitados em metanol e dialisados,
respectivamente.

NOTA: Conteudo de antiménio foi determinado
também para o Glucantime e foi igual a 21.8%.

TABELA I

Resposta “in vitro” de macréfagos peritonais de
camundongos albinos com L. (L) amazonensis
tratados com manana-Sb.

Polissacarideo Concentragao do polissacarideo
1mg/ml 2mg/ml
| _AM__IF I AM__IF
Manana 95 3 285 94 3 282
Manana-Sb_ |54 1.7 913 16 __0.16_2.56

| - Porcentagem de macréfagos infectados com

Leishmania (L.) amazonensis.

AM — Numero médio de protozoarios por macréfagos

IF - indice fagocitério (I x AM)



Os resultados deste experimento estdo na
tabela Il, onde se pode observar que a
percentagem de destruicdo dos parasitas para
culturas tratadas com 1mg/ml de Man-Sb foi de
68% e 99% quando se utilizou 2mg/ml de Man-
Sb comparadas ao controle (macréfagos tratados
com Man-Sb). Com estes resultados podemos
concluir que, embora os macréfagos tenham
receptores para 0s monossideos, o antimdnio €
um elemento necessério para destruicdo dos
parasitas.

A atividade leishmanicida do complexo
Manana-Sb foi examinada utilizando-se
macréfagos peritoniais de camundongos albinos
infectados com forma amastigotas de L.(L)
amazonensis nos macréfagos tratados com
diferentes concentragdes de manana-Sb. Pode-
se observar que a manana por si s6 ndo ¢ ativa.
Por outro lado, quando se utiliza o complexo
manana-Sb nas concentragdes de 4,4 e 6,6ug/ml
de Sb, em apenas 3 dias h& acentuada destruicdo
das formas amastigotas. Pode-se observar ainda
pela figura 2 que apds 5 dias de tratamento houve
uma destruicdo de 3 vezes mais parasitas quando
se utiliza Man-Sb em relagdo ao Glucantime na
mesma concentracdo de Sb. Por outro lado, a
manana ndo apresentou qualquer efeito sobre as
formas amastigotas nos macréfagos.
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Fig. 9 - Tratamento de macréfagos peritoniais com diferentes
concentragbes do Man-Sb.
A-PBS — O - manana 750ug/ml; - A - Man-Sb 500ug/ml (4,4ug/ml
Sb); A - Man-Sb 750ug/ml (6,6ug/ml Sb); - B - Glucantime
(6,6ug/ml Sb)

Com o objetivo de se verificar se a penetragao
da manana-Sb nos macréfagos ocorre via
receptor de manose, foi feito um ensaio de
competicdo com manana e manose. A figura 3
mostra que concentragdes crescentes de manana
administrada concomitantemente 8 Manana-Sb
inibem, proporcionalmente, a destruigao
mediada pelo complexo. Resultados
semelhantes foram obtidos quando se utilizaram
concentragdes crescentes de manose. Os dados
mostram, assim, (figura 3) que hd uma gradativa
penetragdo da droga no macréfago,

provavelmente via receptor exclusivamente na
superficie de macréfagos. Assim, pudemos
observar que a agdo do complexo Sb é
dependente do receptor manosil, pois
aumentando a concentragdo de manana hd uma
diminuicdo proporcional na destruigdo do
parasita.
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Fig. 3 — Inibicdo do efeito leishmanicida do Man-Sb pelo
aumento da concentragdo da manana.
O - controle de macrdfagos infectados com L.(L.)
amazonensis; O - tratamento com Man-Sb a 750ug/ml;
A - Man-Sb e manana 250ug/ml; A - Man-Sb e manana
500ug/ml; A - Man-Sb e manana Tmg/ml.

O efeito do complexo manana-Sb sobre as
lesdes de pata de hamsters infectados com L.(L.)
amazonensis tamoém pode ser observado; apds
45 dias de infecgdo iniciou-se o tratamento com
manana-Sb por via cutdnea. Como pode ser visto
na tabela Ill, até cerca de 22 dias apods o
tratamento houve uma significativa redugdo do
tamanho das lesdes nos animais tratados com
glucantime. Os animais tratados com Man-Sb por
via intraperitonial ndo apresentaram redugdo das
lesdes em relagdo aos controles, assim como
aqueles tratados com Glucantime (dados ndo
mostrados).

TABELA Il
Tratamento das lesées da pata de Hamster
com Man-Sb e Glucantime

Dias apés tratamento
Tratamento 0 11 22 33
Controle (ndo tratado) 8,1 8,5 85 87
PBS 8,0 8,5 81 77
Manana 46mg 8,3 8,9 810 .75
Man-Sb 390ug/Sb 6,4 4,3 4,2 5:
Glucantime 65,4mg/Sb 7,3 4,2 37 42

Os valores representam o tamanho da leséo (didmetro em
mm) medidos como descrito e materiais e métodos, e
equivalem a média de duas determinagbes. O didmetro
normal da pata é 3,5mm.
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Nossos dados mostram claramente que,
embora sejam necessarios outros experimentos
para otimizar a administracdo de manana-Sb em
termos de dose e freqliéncia, este complexo é
comparavel em eficiéncia ao Glucantime, pois
utilizou-se uma concentragdo de 160 vezes mais
de Glucantime em relagdo ao complexo manana-
Sb, para se obter uma atividade bioldgica
semelhante.

Maiores concentragdes do complexo manana-
Sb sdo ainda de uso limitado devido a
insolubilidade dos complexos em solugdes
fisiolégicas. A utilizacdo de fragmentos menores
de manana como carreadores de Sb, assim como
outras alternativas de solubilizagdo do complexo
S80 necessarias para resolver este problema.

CONCLUSAO

A eficiéncia do complexo Manana-Sb na
destruigdo de formas amastigotas de Leishmania
“in vitro” e “in vivo” abre uma perspectiva para
introdugdo desse complexo como droga
alternativa para o tratamento de leishmanioses
humanas com a grande vantagem de se utilizar
baixas doses de antimbénio e obter menos
toxicidade.
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