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O OLEO DE GIRASSOL OZONIZADO ATUA COMO COADJUVANTE AO
GLUCANTIME NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE CUTANEA EM
MODELO ANIMAL

RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doengas tropicais negligenciadas
consideradas um grande problema de saude publica, com elevada incidéncia e
ampla distribuicdo geografica. Os medicamentos disponiveis para o tratamento
dessas doencas, além de escassos, possuem muitos efeitos adversos, sao
toxicos e casos de resisténcia do parasita ja foram relatados. O 6leo ozonizado
tem sido utilizado topicamente para o tratamento de feridas crénicas, possuindo,
entre outras vantagens, reducdes importantes no tempo de recuperagao dos
pacientes, maior efetividade e maior adesédo, bem como, menor custo total do
tratamento. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do 6leo
ozonizado de girassol no tratamento de lesGes causadas pela leishmaniose em
modelo animal. Para isso foram utilizados 5 grupos de camundongos Balb/c
infectados com Leishmania amazonensis e tratados com 0leo ozonizado local,
O0leo ndo ozonizado e o medicamento de referéncia (Glucantime®). As
concentracOes utilizadas de 6leo ozonizado variaram de 0,625 a 320 ug/mL e
foram avaliadas, dentre outros experimentos, a viabilidade celular de macréfagos
murinos tratados e nao tratados, além da atividade sobre as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis in vitro. O grupo que apresentou
os melhores resultados foi o tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, no qual
0 o0z6nio contribuiu para a diminuicdo da producdo de Oxido nitrico por
macrofagos murinos e ndo apresentou citotoxicidade contra 0s mesmos, com um
CCso de 84,21 pg/mL e um Clso de 1,71 pg/mL. Houve ainda uma diminuicao da
carga parasitaria em cultura e em esfregaco superficial, além da manutencéo
razoavel do epitélio celular na andlise histologica. Ademais, essa terapia
conjunta contribuiu para a diminuicdo na espessura da pata infectada e melhorou
a cicatrizacdo. Constatou-se também a alta producao de TNF-a e IFN-y e menor
producdo, quando comparados com o grupo nao tratado, de IL-4 pelas células
dos camundongos. Enfim, a terapia adjunta de éleo ozonizado de girassol e o
medicamento Glucantime® é eficaz na eliminacéo dos parasitas de Leishmania
amazonensis, tanto in vitro como in vivo, promovendo a cura das lesdes
cutaneas causadas pela leishmaniose. Dessa forma, a utilizacdo do 6leo como
adjuvante, propicia um menor tempo de tratamento aos pacientes, que serao
conseguentemente, menos expostos aos efeitos colaterais do tratamento padréo
de longo prazo.

PALAVRAS-CHAVE: ozonioterapia, atividade anti-Leishmania, lesdes
cutaneas.



OZONIZED SUNFLOWER OIL AS A COADJUVANT TO GLUCANTIME IN
THE TREATMENT OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS IN ANIMAL MODEL

ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of neglected tropical diseases considered a public
health problem, with high incidence and wide geographic distribution. The drugs
used for the treatment of these diseases have many adverse effects, are toxic
and cases of parasite resistance have already been reported. Ozonized oil has
been used topically for the treatment of chronic wounds, having important
reductions in patients' recuperation time, greater effectiveness and accession, as
well as lower cost of treatment. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the efficiency of ozonized sunflower oil in the treatment of skin wounds caused
by leishmaniasis in animals. Thereby, 5 groups of Balb/c mice infected with
Leishmania amazonensis and treated with ozonized oil, non-ozonized oil and the
standard drug (Glucantime®) were used. The concentrations of ozonized oil used
was from 0.625 to 320 pg/mL and the cell viability of treated and untreated murine
macrophages was evaluated, among other experiments, as well as the activity
on promastigotes and amastigotes of L. amazonensis in vitro. The group that
showed the best results was the one treated with ozonized oil and Glucantime®,
whereupon ozone contributed to the decrease in the production of nitric oxide by
murine macrophages and did not show cytotoxicity against them, with a CCso of
84.21 pg/ mland an ICsp of 1.71 pg/ml. There was also a decrease in the parasite
load in cultures and in lesions surface, in addition to the maintenance of the
cellular epithelium in the histological analysis. Furthermore, this joint therapy
contributed to a decrease in the thickness of the infected paw and improved
healing. It was also verified the high production of TNF-a and IFN-y and lower
production, when compared to the untreated group, of IL-4 by the mouse cells.
Finally, the adjunct therapy of ozonized sunflower oil and the drug Glucantime®
is effective in eliminating Leishmania amazonensis parasites, both in vitro and in
vivo, promoting the healing of skin lesions caused by leishmaniasis. Thus, the
use of ozonized oil as an adjuvant provides a shorter treatment time for patients,
who will consequently be less exposed to the adverse effects of standard long-
term treatment.

KEY WORDS: ozonotherapy, anti-Leishmania activity, skin lesions.
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400x: (a) OG - tratado com o6leo controle e Glucantime®, (b) G - tratado com
Glucantime®, (c) OzG - tratado com Oleo ozonizado e Glucantime® (setas
indicando aumento da camada granulosa), (d) Oz - tratado com 0leo ozonizado
e (e) NT - nao tratado - Procedimento experimental

Figura 18. Espessura da epiderme da pata infectada com L. amazonensis de
animais infectados e tratados. OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo néo
ozonizado, G — grupo tratado com Glucantime®, OzG — grupo tratado com
Glucantime® e o6leo ozonizado, Oz — grupo tratado com 6leo ozonizado, NT —
grupo nao tratado. Significativamente diferente do controle ndo tratado (NT): *
p<0,05, **** p<0,0001. Significativamente diferente de Oz: ## p<0,01, ###



p<0,001, HHH p<0,0001. - Procedimento experimental

Figura 19. Contagem de leucdcitos de laminas histologicas das lesfes
provocadas por L. amazonensis nas patas de camundongos. OG — grupo tratado
com Glucantime® e 6leo ndo ozonizado, G — grupo tratado com Glucantime®,
OzG —grupo tratado com Glucantime® e 6leo ozonizado, Oz — grupo tratado com
0leo ozonizado, NT —grupo néo tratado. Significativamente diferente do controle
nao tratado (NT): * p<0,05, ** p<0,01. Significativamente diferente de OG: #
p<0,05 — Procedimento experimental

Figura 20. Dosagem de 6xido nitrico a partir do sobrenadante dos macrofagos
peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis apos 24 h de
tratamento (a) e apds 48 h de tratamento (b). OG - tratado com 6leo controle e
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado
e Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - sem tratamento.
Significativamente diferente do controle ndo tratado (NT) - RPMI: # p<0,5 e ##
p<0 01. Significativamente diferente dentro do grupo: *** p<0,001 e **** p<0,0001

Procedimento experimental

Figura 21. Dosagem de Oxido nitrico a partir do sobrenadante dos macréfagos
peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis apos 24 h de
tratamento (c) e apds 48 h de tratamento (d). OG - tratado com 6leo controle e
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com 0leo ozonizado
e Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - sem tratamento.
Significativamente diferente do controle ndo tratado (NT) - RPMI e LPS: # p<0,5.
Significativamente diferente dentro do grupo: * p<0,05, ** p<0,01 — Procedimento
experimental

Figura 22. Dosagem de Oxido nitrico a partir do sobrenadante de linfonodos
popliteos de camundongos infectados com L. amazonensis ap6és 48 h de
tratamento. OG - tratado com 0leo controle e Glucantime®, G - tratado com
Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado
com 6leo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente diferente de Oz -
RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente do controle ndo tratado (NT) — ASL:
+ p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 - Procedimento experimental

Figura 23. Dosagem de oOxido nitrico a partir do sobrenadante de linfonodos
popliteos de camundongos infectados com L. amazonensis ap6s 48 h de
tratamento. OG - tratado com oOleo controle e Glucantime®, G - tratado com



Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado
com Oleo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente diferente de G -
RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente intragrupo: * p<0,05 - Procedimento
experimental

Figura 24. Dosagem de Oxido nitrico a partir do sobrenadante de linfonodos
popliteos de camundongos infectados com L. amazonensis ap0s 48 h de
tratamento. G1 - tratado com Oleo controle e Glucantime®, G2 - tratado com
Glucantime®, G3 - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, G4 - tratado com
6leo ozonizado e G5 - sem tratamento. Significativamente diferente de G4: #
p<0,5. Significativamente diferente de G5: * p<0,05; ** <0,01; *** p<0,001 e ****
p<0,0001 - Procedimento experimental

Figura 25. Dosagem de citocinas, por ELISA, a partir do sobrenadante de
linfonodos popliteos e macréfagos peritoneais de camundongos infectados com
L. amazonensis. a) Producédo de IL-4; b) Producdo de TNF — a; c) Produgao de
IFN —vy. Grupos: OG - tratado com 6leo controle e Glucantime®, G - tratado com
Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado
com 6leo ozonizado e NT — nao tratado. Significativamente diferente do grupo
nao tratado (NT) — RPMI: # p<0,05, ## p<0,01. Significativamente diferente do
grupo néo tratado (NT) - ASL: * p<0,05, ** p<0,01 - Procedimento experimental
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1. INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo enfermidades causadas
por agentes infecciosos ou parasitas, consideradas endémicas em populacdes
de baixa renda, afetando cerca de 1 bilh&do de pessoas em todo o mundo. Essas
enfermidades representam uma necessidade médica importante que permanece
nao atendida, devido a investimentos reduzidos em pesquisas e producao de
medicamentos.

As leishmanioses fazem parte da lista de DTNs elaborada pela Organizagéo
Mundial da Satde (OMS). E um grupo de doencas endémicas em mais de 8
paises da Africa, Asia, sul da Europa e América Latina, com prevaléncia
estimada em cerca de 12 milhdes de casos ao redor do mundo.

Essas doencas sao causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo
transmitidas através da picada de flebotomineos infectados. Mais de 20 espécies
do parasita sdo responsaveis por causar a doenca em humanos, sendo que o
resultado clinico da infeccdo € determinado pelas espécies de Leishmania,
fatores de viruléncia do vetor e resposta imune do hospedeiro, resultando em
duas formas principais, a Leishmaniose Cutanea (LC) e a Leishmaniose Visceral
(LV).

A LC é a forma mais comum da doenca. Causa lesGes que deixam cicatrizes
ao longo da vida, é incapacitante e se tornou um grande problema de saude
publica. As caracteristicas iniciais da lesdo podem ser inespecificas, com
formacdo de eritema e endurecimento no local da picada, podendo evoluir para
Ulceras profundas e deformantes.

Atualmente ha uma limitada disponibilidade de medicamentos para o
tratamento dessas doencas. Quanto ao tratamento cutaneo, o objetivo é acelerar
a cicatrizacao e prevenir a progresséo da doenca e a escolha dos medicamentos
depende do tamanho e localizagdo da lesdo, do niumero de lesdes e do potencial
de disseminacdo. Os antimoniais pentavalentes tém sido utilizados como
tratamento padréo desde 1929.

O tratamento parenteral é utilizado para a doenga cutanea grave, no entanto,
0s antimoniais sistémicos estdo associados a consideravel toxicidade e héa
relatos de resisténcia emergente dos parasitas de Leishmania. Diante disso, faz-

Se necessaria a pesquisa por novas drogas antiparasitarias e substancias que
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possam auxiliar no tratamento das varias formas de leishmaniose,
proporcionando a melhoria dos sintomas e o0 desaparecimento das lesées com
auséncia de cicatrizes, no caso da manifestacdo cutanea.

O ozonio (O3) tem sido utilizado empiricamente como agente terapéutico
clinico para o tratamento de feridas crénicas na pele. Os efeitos benéficos do O3
na cicatrizacéo de feridas podem ser devidos a diminuicdo da infeccéo, por matar
0 agente causador, melhorando a cicatrizacéo da ferida dérmica ou ao aumento
da tensao de oxigénio pela exposicdo ao O3 na area afetada.

Além disso, esse composto apresenta poucos efeitos adversos comparados
aos medicamentos atualmente disponiveis. Nesse contexto, a verificacdo da
eficiéncia do ozonio como uma alternativa no tratamento das lesbes cutaneas
causadas pela leishmaniose se torna til, proporcionando uma possivel melhoria

na qualidade de vida dos pacientes sob tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a eficiéncia do tratamento utilizando 6leo de girassol ozonizado
sobre lesbes cutaneas causadas pelo parasita Leishmania (Leishmania)

amazonensis em modelo animal.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a acdo do Oleo de girassol ozonizado na eliminacdo dos
parasitas de L. amazonensis in vitro, verificando ainda a seletividade
do tratamento com relacédo aos parasitas e células de camundongos;

o Avaliar as condi¢bes de espessura da pata infectada e tamanho da
lesdo para os diferentes grupos infectados durante o periodo de
tratamento e, apo6s o final desse periodo, avaliar as lesGes por
parametros histologicos e de quantidade de parasitas;

. Avaliar a producéo de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos peritoneais
e linfonodos drenantes murinos frente a infeccdo por L. amazonensis
in vivo submetidos a tratamento com 6leo ozonizado;

. Analisar a producao da citocina Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a) por macrofagos peritoneais de animais infectados e tratados e por
macréfagos infectados com L. amazonensis in vitro.

o Analisar a producdo das citocinas Interferon gama (IFN-y) e
Interleucina 4 (IL-4) por células totais de linfonodos drenantes de

animais infectados e tratados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define as Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) como doencas endémicas e epidémicas cronicas, que
tém um impacto negativo significativo sobre a vida das populacdes mais pobres,
permanecendo criticamente negligenciadas na agenda global de saude publica
(WHO, 2018).

Essas doencas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo e
estima-se que atinjam cerca de 2 bilhdes na virada do milénio, com um 6énus
coletivo equivalente ao HIV/AIDS, tuberculose ou malaria (ENGELS; ZHOU,
2020). Elas sédo consequéncias diretas das mas condicdes ambientais e
socioeconémicas a que grande parte das populacfes atingidas sdo submetidas,
como falta de agua potavel, saneamento basico e condicbes adequadas de
moradia além da proximidade com insetos e animais portadores de doencas
(SILVA et al., 2017).

As DTNs causam importantes acumulos locais de doencas, mas
individualmente nenhuma delas representa uma prioridade global em termos de
namero de pessoas afetadas ou anos de vida ajustados por incapacidade
(DALYS) perdidos (ENGELS; ZHOU, 2020). Nos piores casos, as DTNs podem
matar os individuos afetados, embora com mais frequéncia elas causem uma
variedade de deficiéncias e morbidades que sédo frequentemente crbénicas e
irreversiveis. Essas deficiéncias, por sua vez, acabam com a capacidade de
atividade econdbmica e geram custos significativos de assisténcia médica para
agueles que ja estdo com o0s niveis mais baixos de renda, com outros efeitos
relacionados a saude mental e ao bem-estar social (HAMILL et al., 2019).

A maioria das drogas utilizadas no tratamento das DTNs sdo antigas e
frequentemente tém efeitos colaterais indesejaveis. Infelizmente, as principais
companhias farmacéuticas tém pouco interesse no desenvolvimento de novas
drogas candidatas ou vacinas para DTNs, uma vez que a populacao alvo, apesar

de extremamente grande, é quase que exclusivamente oriunda de paises em
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desenvolvimento com baixo status socioeconémico e, portanto, incapazes de
pagar pelos medicamentos (ONG et al., 2019).

Segundo a lista da OMS existem 21 DTNs em todo o0 mundo, sendo que
cada pais possui pelo menos uma delas de forma endémica. As infec¢cdes podem
ser causadas por virus, bactérias, protozoarios ou helmintos. Dentre as
patologias causadas por protozoarios as leishmanioses recebem destaque
(WHO, 2018). No Brasil, as DTNs mais frequentes sao leishmanioses,
hanseniase, tuberculose, dengue, doenca de Chagas e esquistossomose
(SILVA et al., 2017).

No que diz respeito as estratégias de combate as DTNs, um novo roteiro
de 2021 a 2030 sera lancado pela OMS e os compromissos da Declaracédo de
Londres sobre DTNs precisar&o ser renovados. Esse novo roteiro deve ampliar
ainda mais o potencial de eliminacdo dessas doencas, além de orientar a
integracdo das DTNSs aos sistemas nacionais de satude (ENGELS; ZHOU, 2020).

3.2 Leishmanioses

Como dito anteriormente, as leishmanioses sdo um grupo de doencas
classificadas pela OMS como DTNs (WHO, 2017). As doencas séao
generalizadas nas areas tropicais e subtropicais e estao presentes em quase
100 paises nos cinco continentes. Sdo endémicas em algumas das regides mais
pobres do mundo onde, aproximadamente, 350 milh&es de pessoas correm risco
de infeccdo (MULLER et al., 2018).

Essas doencas ndo estdo presentes apenas em paises de baixa e média
renda. Vinte e cinco dos 53 paises da regido europeia da OMS sao endémicos
para a leishmaniose cutdnea e 27 sao endémicos para a leishmaniose visceral
(GLANS et al., 2018). As leishmanioses afetam atualmente pelo menos 12
milhdes de pessoas, com uma incidéncia estimada de 2 milhdes de casos anuais
em 88 paises. A OMS estima ainda que entre 700 mil e um milhdo de casos
novos da forma cutanea e 50 a 90 mil novos casos da forma visceral ocorram
em todo o mundo a cada ano (WHO, 2018).

Os parasitas sdo transmitidos pela picada de flebotomineos infectados,

conhecidos como mosquito-palha, e 98 espécies dos géneros Phlebotomus e
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Lutzomyia tém sido descritas como vetores, comprovados ou suspeitos, para a
leishmaniose humana. Alguns flebotomineos possuem uma variedade de
hospedeiros, incluindo canideos e roedores, enquanto outros se alimentam
principalmente de sangue humano. Consequentemente, as leishmanioses séo
classificadas como antropozoonoses (STEVERDING, 2017).

Animais infectados podem desenvolver a doenca sintomatica, ou podem
atuar como reservatérios assintomaticos. Os caes sdo frequentemente
infectados e sdo importantes hospedeiros oportunistas que podem facilitar a
disseminacdo da doenca entre as populacdes (RISUENO et al., 2018).

A doenca pode assumir varias formas diferentes em humanos. As mais
comuns sdo a Leishmaniose Cutanea (LC) (local ou difusa), que causa ulceras
cutaneas, a Leishmaniose Mucocutanea (LMC), que afeta as membranas
mucosas da boca, nariz e garganta e pode causar desfiguracédo facial e a
Leishmaniose Visceral (LV), que afeta 6rgdos internos, geralmente baco, figado
e medula éssea (MULLER et al.,, 2018). A leishmaniose visceral, também
conhecida como calazar, € a forma mais grave e é potencialmente fatal
(GRIENSVEN; DIRO, 2019).

Das 30 espécies de Leishmania que infectam mamiferos,
aproximadamente 20 podem causar infeccdo humana. Estas incluem os
subgéneros Viannia e Leishmania, que abrangem os complexos L. donovani (L.
donovani, L. infantum e L. chagasi), L. mexicana (L. mexicana e L. amazonensis),
L. tropica (L. tropica e L. aethiopica), L. major e complexo de L. braziliensis (L.
braziliensis e L. peruviana), entre outros (AUWERA; DUJARDINA, 2015).

O ciclo de vida e transmissao por parasitas de Leishmania ocorre quando
a fémea do flebotomineo infectada pica 0 homem e regurgita as formas
promastigotas sobre a pele lesionada. Essas formas sdo fagocitadas por
macrofagos e, no seu interior se diferenciam em formas amastigotas que se
multiplicam por divisdo binaria. As formas amastigotas séo liberadas pela ruptura
dos macrofagos, sendo capazes de infectar novas células. Elas também podem
ser absorvidas por um flebotomineo néo infectado que adquire o parasita ao se
alimentar do sangue de um mamifero infectado, através da ingestdao de
amastigotas livres ou intramacrofagicas no tecido subcutaneo (ANVERSA et al.,
2018).
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Existe um arsenal limitado de drogas relativamente antigas no tratamento
das leishmanioses: antimoniais trivalentes ou pentavalentes, anfotericina B (livre
ou lipossémica), paromomicina e miltefosina. Todos esses agentes podem
causar efeitos adversos potencialmente graves e o uso prolongado pode levar a
resisténcia por parte dos parasitas (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

Os pacientes diagnosticados com LC nem sempre recebem
guimioterapia, pois a maioria das lesdes sao autolimitadas. No entanto, a terapia
medicamentosa pode acelerar a cicatrizagdo, reduzir a formacao de fibrose e
prevenir a progresséo para formas mais graves ou a transmissao para outras
pessoas (ARONSON; JOYA, 2019).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses no
Brasil é o antimoniato de meglumina, comercializado como Glucantime®.
Contudo, sua utilizacdo € questionavel em razdo de sua toxicidade, graus de
resisténcia do parasita, tempo de tratamento, custo elevado e apenas a via
parenteral para aplicacdo (SANTOS et al., 2019).

A toxicidade do antimonial é atribuida a sua ligacéo aos grupos sulfidril (-
SH), modificando a estrutura terciaria das proteinas e os sitios ativos de
inUmeras enzimas. Como resultado, sinais de intolerancia ou intoxicacdo podem
aparecer, como alteracdes de temperatura, artralgia, vomitos, tosse seca e
erupcao cutanea. A intoxicacao ocorre mesmo apos a interrupgao do tratamento
e pode afetar o coracao, figado, rim, pancreas e sistema circulatério. A gravidade
dos sinais clinicos esté relacionada a dose total administrada. A nefrotoxicidade
associada ao farmaco decorre de infeccbes tubulares, necrose ou doenca
glomerular ligada a depésitos de complexos imunes devido a morte parasitaria
(GONZALEZ et al., 2019).

Diante dessas dificuldades, a pesquisa por novas drogas e tratamentos
alternativos antiparasitarios contra diferentes formas de leishmaniose, com
menor toxicidade para o usuario, facilidade de aplicacdo e com custo razoavel,

continua sendo uma prioridade clinica fundamental (ANVERSA et al., 2018).
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3.3 Ozonioterapia

O o0z6nio (O3) € uma molécula inorganica altamente reativa. E uma parte
natural da atmosfera e pode ser produzido por geradores de ozonio. Embora
essa molécula tenha sido descoberta em meados do século XIX, seu uso
medicinal so foi desvendado durante as ultimas décadas (WANG et al., 2018). O
ozbnio € um potente agente microbicida, possuindo propriedades
antibacterianas, antivirais, antifangicas e antiparasitarias (ZARGARAN;
FATAHINIA; MAHMOUDABADI, 2017).

Vérias terapias utilizando o 0zénio mostraram beneficios substanciais que
abrangem uma grande variedade de doencas agudas e cronicas (FERNANDEZ
et al., 2016; LIU et al., 2017; PAOLONI et al., 2009). A fungéo do Os compartilha
semelhancas com a de um pré-farmaco, pois é modificado ao reagir com
moléculas para criar substratos mais ativos, estimulando, assim, uma cascata
endogena de respostas (SMITH et al., 2017).

O ozb6nio tem sido utilizado empiricamente como agente terapéutico
clinico para o tratamento de feridas crbnicas, como Ulceras tréficas, Ulceras
isquémicas e feridas diabéticas. Ha relatos de que a exposicdo ao Os esta
associada a ativacao do fator de transcricdo do fator nuclear kB (NF-kB), isso é
importante para regular as respostas inflamatoérias e, eventualmente, todo o
processo de cicatrizagéo da ferida (KIM et al., 2009).

A ativacdo de NF-kB pode ocorrer em resposta a uma variedade de
estimulos de patégenos e também durante a cicatrizacdo de feridas, estimulando
a producao de citocinas pré-inflamatérias, principalmente TNF-a (GUPTA et al.,
2010; MA et al., 2018). Essas citocinas e outros fatores inflamatorios, liberados
por meio da ativacdo dessa via, desempenham um papel protetor no estagio
inicial da invasdo do microrganismo, através da migracdo de macrofagos e
outras ceélulas imunes aos tecidos da ferida (NA et al.,, 2016; THOMA;
LIGHTFOOT, 2018). Além disso, durante a cicatrizacdo, a ativacdo de NF-kB
promove a proliferacdo de células epiteliais, facilitando, assim, o processo de
reepitelizacdo (BEN-NERIAH; KARIN, 2011).

O mecanismo de acdo da terapia com oz6nio pode ser dividido em trés
aspectos: imunomodulacao, atividade antimicrobiana e capacidade de interagir
com o balan¢o oxidante/antioxidante (PIVOTTO et al., 2020; SOARES et al.,
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2019). Com relagdo ao mecanismo do 0z6nio no sangue, essa molécula reage
com o plasma e com 0s acidos graxos insaturados presentes nas membranas
das células, produzindo peréxido de hidrogénio (H202) e produtos de oxidac&o
dos lipidios, que estimulam a liberacéo de interleucinas (IL) as quais auxiliam na
quimiotaxia dos leucocitos para os tecidos. Além disso, também estimula a
liberacdo do fator de crescimento e transformacéo 1 (TGF-1), que € importante
na aceleracdo do reparo tecidual, ativando os linfocitos e mondcitos e, também,
a liberacao de citocinas nos tecidos e na circulagédo, gerando, dessa forma, uma
estimulacdo do sistema imunolégico (MARCHESINI; RIBEIRO, 2020).

A portaria 702 do Ministério da Saude (MS), regulamentou a ozonioterapia
como pratica integrativa para os pacientes do Sistema Unico de Satde (SUS)
em algumas situacdes muito especificas e sob carater experimental e alternativo
(BRASIL, 2018). Observa-se entre os beneficios dessa terapia, reducdes
importantes no tempo de recuperacdo dos pacientes, maior efetividade e maior
adesao, bem como, menor custo total do tratamento (SEVERO, 2020).

Um medicamento tépico eficaz seria valioso na LC, oferecendo um
tratamento seguro e ndo supervisionado a um custo razoavel. Varias formas de
tratamento toépico servem como drogas alternativas no controle da LC, a vista
disso 0 0z6nio pode ser um agente promissor (RAJABI et al., 2015).

O o6leo ozonizado tem sido utilizado topicamente para o tratamento de
feridas cronicas. Essas composic¢des oleosas contendo ozonio tém a capacidade
de fornecer oxigénio nascente nas profundezas da lesédo, sem causar irritacao
primaria da pele (KIM et al., 2009). Alguns autores avaliaram os efeitos dos 0leos
ozonizados no tratamento de infec¢des cutaneas e contra formas promastigotas
in vitro de Leishmania, concluindo que esses compostos sédo altamente
promissores e que o seu efeito é dependente da dose utilizada (RAJABI et al.,
2015; ZANARDI et al., 2013).

Estudos biologicos e clinicos sobre os efeitos do Os na pele mostraram
gue o0 mesmo pode ser toxico ou seguro, dependendo de sua dosagem, duracao
da exposicéao e capacidade antioxidante do tecido exposto (SOARES et al., 2019;
VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005). Foi observado ainda, que o 6leo
ozonizado, durante a ozonizagéo, retém o Oz na forma de um ozonideo estavel
e, quando aplicado a todos os tipos de infec¢des cutaneas, agudas e cronicas,

libera lentamente Os que, em comparagdo com cremes convencionais
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ozonizados, exibe eficaz atividade estimulante que leva a rapida cicatrizacao.
Dessa maneira ele se torna um candidato para ser utilizado como uma alternativa
de tratamento em lesdes cutaneas causadas pela leishmaniose (BOCCI et al.,
2015).

3.4 Papel dos macrofagos na cicatrizacao de feridas

Nas Ultimas décadas, embora tenham sido feitos avangos no
entendimento da bioquimica da ferida crénica, o detalhamento de todos os
eventos celulares que podem realmente afetar a cicatrizagéo continua sendo um
trabalho em andamento. Normalmente, no processo de cicatrizacdo em geral, as
fases de sinalizacéo, tempo e regulacéo dos eventos celulares devem ocorrer de
maneira sincronizada (RODERO; KHOSROTEHRANI, 2010).

A cicatrizacdo de feridas € um processo multifasico que consiste em trés
estagios sobrepostos: inflamacédo, proliferacdo e remodelacdo de tecidos
(BORGES et al.,, 2017). A inflamacdo comeca no momento da lesdo, os
neutroéfilos sdo as primeiras células a chegar, prevenindo infeccbes bacterianas
e ativando queratinécitos, fibroblastos e células imunes. Cerca de 2 dias depois
0s mondcitos chegam e se diferenciam em macréfagos, desbridando o tecido
necrotico e controlando os patégenos, juntamente com os neutrofilos. O estagio
de proliferacdo comeca entre 2 a 10 dias apos a lesdo, quando os macrofagos
adotam um fendtipo anti-inflamatério e pré-fibrético, produzindo fatores de
crescimento e o recrutamento de fibroblastos nas bordas da ferida (YUSSOF et
al., 2012). Essas células formam o tecido de granulacdo, que funciona como
substrato para migracao, proliferacédo e diferenciacdo de queratinécitos durante
a fase de reepitelizacdo (SNYDER et al.,, 2016). A remodelacdo da matriz
extracelular (MEC) comecga de 2 a 3 semanas apos a lesdo e dura um ano ou
mais. Nesse estagio, o conteudo celular da ferida diminui e as fibras de colageno
da MEC sao substituidas e reorganizadas em uma rede mais forte (BORGES et
al., 2017).

Os macroéfagos séo celulas importantes nos processos inflamatoérios e no
reparo de feridas crénicas. Macrofagos sédo fagdcitos mononucleares que podem

ser formados durante a embriogénese, derivados do saco vitelino ou do figado
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fetal. Sdo também recrutados do sangue e da medula é6ssea como mondcitos,
entrando nos tecidos sob condi¢cfes inflamatérias. Eles assumem fendtipos e
funcdes distintas, cruciais para a cura de diversos tipos de lesdes do organismo
(MINUTTI et al., 2017). Os macrofagos estdo envolvidos na defesa do
hospedeiro, no inicio e na resolucéo da inflamagé&o, na producdo de fatores de
crescimento, na fagocitose, na proliferacdo celular e na restauracéo de tecidos
nas feridas (SNYDER et al., 2016).

Os macroéfagos quando polarizados em M1, também conhecidos como
macréfagos ativados pela via classica, estdo envolvidos na resposta da célula T
auxiliar 1 (Th1) a infeccéo. Eles produzem reagentes microbicidas e tumoricidas,
como oxido nitrico (NO) ou espécies reativas de oxigénio (ERO). Ja os
macrofagos polarizados em M2, também conhecidos como macrofagos ativados
pela via alternativa, sdo importantes no reparo tecidual, embora também estejam
envolvidos na progressdo de doencas infecciosas crbnicas. Em suma, os
macrofagos M1 induzem inflamacéo, regulando negativamente o processo de
cicatrizacdo precoce, produzindo IL-12, ao contrario dos macrofagos M2 que
regulam positivamente o processo de cicatrizagdo, em um processo mediado
pela IL-10. Logo, o tipo de estimulo pode definir o ciclo de uma leséo, levando a
piora ou melhora, dependendo da resposta dessas células. Sabe-se que o
lipopolissacarideo (LPS), presente em varios microrganismos, é uma molécula
que ativa o macréfago pela via classica (AMOROSO et al., 2012; FORMAN;
TORRES, 2002; JUBAN; CHAZAUD, 2017; LEE, 2019).

Patdgenos intracelulares, incluindo parasitas de Leishmania,
desenvolveram maneiras de explorar a plasticidade celular, reprogramando a
resposta imune da célula hospedeira em proveito proprio (MCMASTER et al.,
2016). Para colonizar macréfagos, as promastigotas de Leishmania empregam
fatores de viruléncia, incluindo lipofosfoglicano (GLP), para prejudicar os
processos celulares (OSPINA; DESCOTEAUX, 2020). Analisando macréfagos
derivados da medula Ossea infectados in vitro com L. amazonensis, ou
macroéfagos recuperados de infecgdes in vivo de camundongos, foi demonstrado
gue as moléculas efetoras do parasita modificam a cromatina celular nas regides
promotoras de varios genes pro-inflamatérios relacionados ao NF-kB
(KAMHAWI; SERAFIM, 2020).
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A localizagdo das amastigotas no interior de macréfagos faz com que o
controle da infeccdo seja dependente da resposta imune mediada por células. A
principal célula efetora da eliminacdo das amastigotas € o proprio macrofago,
apos sua ativacao por linfocitos T auxiliares (ABBAS et al., 2019).

Como consequéncia das baixas taxas de cicatrizagao em feridas cronicas
tratadas com tratamento padrdo, muitas vezes € necessaria uma terapia
adjuvante (YUSSOF et al.,, 2012). Trabalhos iniciais sobre macrofagos na
década de 1970 confirmaram que eles s&o criticos para a cicatrizacao de feridas
(LEIBOVICH; ROSS, 1975) e recentemente foi relatado que o 0z6nio induz um
aumento no numero de macréfagos associados a um maior numero de
miofibroblastos, bem como neovascularizacdo na fase proliferativa e regressao
vascular na fase de remodelacéo de feridas em animais (SOARES et al., 2019).

Agentes sistémicos contra as leishmanioses sdo caros e limitados a
alguns medicamentos com eficacia inconsistente e efeitos colaterais inaceitaveis
e nao ha tratamento para todas as formas da doenca atualmente (MELO et al.,
2016). Tendo em vista a importancia da LC como uma doenca potencialmente
desfigurante, caracterizada pela formacdo de feridas cronicas e levando em
consideracdo o papel desempenhado pelos macréfagos, juntamente com a
potencial estimulacao pela molécula de ozdénio na resolucdo dessas lesdes, esse
trabalho busca avaliar a eficiéncia da ozonioterapia em feridas cutaneas

causadas pela leishmaniose.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

O uso de animais neste trabalho foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE (CEUA), sob o
protocolo n° 01/21 - CEUA (ANEXO I).

4.2 Parasitas

Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio 199
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) estéril, 5 ug/mL de hemina, 100
Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, sendo também adicionado
ocasionalmente 2% de urina masculina humana estéril. Os parasitas foram mantidos

por meio de repiques semanais, a fim de manter a viabilidade das células.

4.3 Animais

Camundongos fémeas Balb/c, oriundos do Biotério da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), com 6-8 semanas de vida, receberam dieta padréo
em pellets e 4gua ad libitum. Foram mantidos em caixas padrdao em grupos de 5
animais, com ciclo de claro e escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram
realizados em estrita conformidade com os principios e diretrizes do Conselho

Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.4 Oleo ozonizado

A ozonizagao foi feita conforme Moureu et. al., (2016), com modificacdes.
Foi utilizado 6leo de girassol comercial ao qual foi adicionado 10% de agua
destilada aléem de 6 gotas de Tween 80 como agente emulsionante. O 6leo foi
entdo ozonizado a partir de um gerador de oz6nio (Ozone & Life, mod. 1.5 RM)
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acoplado a um tanque de oxigénio por um periodo de 30 minutos, 2 horas e 8
horas a uma taxa de 0,5 L/min (MOUREU et al., 2016).

4.5 Mensuracgao dos niveis de ozénio

Para mensurar os niveis de ozbénio no 6leo foram realizadas titulacdes
iodométricas (titulacdo indireta de iodo). Na primeira, de acordo com Silva et al.,
(2011), utilizou-se 0,5 g de lodeto de Potassio (KI) P.A. em Erlenmeyer contendo 20
mL de 6leo, em seguida foi adicionado 1 mL de Acido Cloridrico (HCI) 0,01 M e 2 mL
de amido como indicador, essa mistura foi titulada com Tiossulfato de Sdédio
(Na2S203) 0,02 mol/L (SILVA et al.,, 2011). A concentracdo de ozb6nio foi entédo

calculada a partir da férmula:

Concentracdo Na2S203 x Volume Na2S203 x 48 x 1000

2 x Volume de 6leo

Como a primeira titulagdo requer um volume grande de 6leo ozonizado para a
dosagem, optou-se por realizar uma segunda titulagdo, na qual a quantidade de
amostra requerida é menor (0,5 g). Nesse método a concentracdo de ozonio foi obtida
indiretamente por meio da medicéo dos valores de peréxido de hidrogénio no 6leo. O
procedimento foi realizado segundo Martinez et al., (2006), utilizando 0,5 g de éleo,
ao qual foram adicionados 30 mL de uma mistura 3:2 de Acido acético glacial
(CH3;COOH) e Cloroférmio (CHCI;) e 0,5 mL de solucdo saturada de Kl. Apés
homogeneizac¢ao, a mistura foi deixada no escuro por 24 horas. Posteriormente foram
adicionados 30 mL de agua destilada e a mistura foi vagarosamente titulada com
Na2S2030,01 M, até a cor amarela quase desaparecer. Finalmente, foram adicionados
5 mL de amido e a titulacdo continuou, até a cor azul desaparecer (MARTINEZ et al.,

2006). Os valores de peroxido (Pv) foram obtidos pela formula:

Pv: 10 x V
W

Onde V é o volume de Na2S203em mL e W € o peso do 0leo em gramas. Ao
final da técnica, o Pv obtido, em mEg/kg, foi convertido em concentracdo de 0z6nio
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em mg/g de 6leo (SKALSKA et al., 2009). Visto que a densidade de Oleos vegetais
varia de 920 a 930 kg/m3 (SAHASRABUDHE et al., 2017), foi considerado 1g de 6leo
como sendo equivalente a 1 mL, obtendo-se, assim, a concentracdo de 0z06nio
estimada em pg/mL de 6leo.

Oleos de girassol ozonizados por 30 minutos, preparados em dias diferentes,
foram submetidos a dosagem mensal de 0z6nio, durante 4 meses, para avaliacdo do

tempo de permanéncia e porcentagem de diminui¢cdo do ozénio no dleo.

4.6 Inoculacao dos parasitas

Para o desenvolvimento do modelo experimental da lesédo de LC, foi feita
a inoculagdo de uma suspensao de L. amazonensis, em fase estacionéria de
crescimento (5 dias de incubacdo), com aproximadamente 1x10° parasitas, na
pata traseira esquerda. Os camundongos foram anestesiados com quetamina e

xilazina (2:1) antes do procedimento.

4.7 Procedimento experimental 1

Os animais infectados com L. amazonensis foram divididos em 5 grupos

e tratados conforme tabela 1.

Tabela 1. Grupos de camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis que receberam
intervencdo medicamentosa ou ndo no periodo de 30 dias.

Grupos Tratamento
Grupo 1 (0OG) Oleo nao ozonizado local e Glucantime Intraperitoneal (IP)
Grupo 2 (G) Glucantime IP
Grupo 3 (0:G) Oleo ozonizado local e Glucantime IP
Grupo 4 (0Oz) Oleo ozonizado local
Grupo 5 (NT) N&o tratado
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4.8 Administracéo do tratamento

O tratamento iniciou-se ap0s o0 aparecimento das lesGes, em torno de 8
semanas apos a infec¢édo. Para isso, 250 pL de oOleo de girassol ozonizado ou
ndo ozonizado foram aplicados sobre as lesdes, gentiimente, com o auxilio de
swabs, todos os dias, durante 30 dias. Os grupos submetidos ao tratamento com
Glucantime® receberam a droga diariamente, por via intraperitoneal, na dose de
50 mg/Kg.

4.9 Mensuracéo da lesao

Uma vez por semana, durante o protocolo de tratamento, foi mensurada
a espessura da pata em milimetros, com uso de um paquimetro. Também foram
realizados registros fotograficos a fim de analisar a morfometria da lesao,

avaliando, dessa forma, a cicatrizacéo da ferida.

4.10 Contagem de leucdcitos

Antes do inicio e ao final do tratamento foi efetuada a contagem dos
leucécitos sanguineos dos animais de todos os grupos. Apos um pequeno corte
na extremidade da cauda, o sangue periférico foi coletado e diluido 1/10 em
liquido de Turk. Depois disso, as células foram contadas com auxilio da camara

de Neubauer.

4.11 Esfregaco da borda da lesédo (Imprint) da pata lesionada — Carga

parasitéria |

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados utilizando
excesso de xilazina (30 mg/Kg) e quetamina (270mg/Kg). Posteriormente, a pata
lesionada foi retirada e pesada, em seguida foi realizado um esfregago em
lamina o qual foi corado pela metodologia de Giemsa. Ao microscoépio foram

contadas 1000 células conforme o protocolo de Chouhan et al., (2015), com a
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carga parasitaria sendo avaliada como Unidades Leishman-Donovan (LDU)
(CHOUHAN et al., 2015), pela formula:

LDU = Numero de amastigotas / (Namero de macréfagos x peso do érgao (mg))

4.12 Analise histolégica

A técnica histologica utilizada seguiu o protocolo do laboratério de
Histologia da UNIOESTE.

ApoOs a eutanasia dos animais, as patas retiradas para os achados
histoldgicos, foram fixadas com solugéo de formaldeido 10% em agua destilada
durante 24 horas. O material ficou em agua corrente durante 48 horas e,
posteriormente, foi estocado em alcool 70% por 24 horas. O material foi retirado
da solucédo de estoque e lavado com agua corrente durante 30 minutos, para
assim, comecar o procedimento de descalcificacdo. Para esse procedimento foi
utilizada solucdo descalcificante (5% de &cido tricloroacético diluido em tampao
PBS) durante 20 a 30 dias. Apds a completa descalcificacéo, foi feita a incluséo
do material em parafina (ANEXO II).

O material foi processado em cortes histolégicos seriados de 5
micrémetros. A lamina com o material cortado, ainda em parafina, foi fixada em
estufa a 80°C durante 24 horas. Apoés isso, a lamina foi desparafinada, hidratada
e corada pela técnica de coloragdo Hematoxilina — Eosina (ANEXO l1).

Para as andlises histologicas foi utilizado o programa Image Pro-Plus 6.0
e foram avaliados o tamanho da epiderme em pm e a quantidade de leucdcitos
presentes na derme do tecido. Para essas analises foram fotografados
(Fotomicroscépio Olympus BX53) pelo menos dois cortes histolégicos de cada
pata, sendo escolhidos cinco locais aleatoriamente para as medicdes e

contagens em cada uma das imagens.
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4.13 Cultura de promastigotas de L. amazonensis da pata lesionada— Carga

parasitéaria Il

Apés a eutanasia dos animais, foi realizada a assepsia da pata com
lodopovidona (PVPI) e retirado um fragmento superficial da lesdo, com o auxilio
de bisturi e pin¢a, o qual foi colocado em um microtubo contendo 550 pL de meio
199 previamente pesado. ApdOs a adicdo do fragmento pesou-se novamente o
tubo com a finalidade de obter o peso do tecido. Posteriormente, o fragmento foi
depositado em placa de 6 pogos contendo 1,5 mL de meio 199 e macerado com
auxilio do émbolo de uma seringa de 10 mL. ApGs a maceracao, o conteudo foi
passado em uma seringa de 1 mL, com agulha hipodérmica, cerca de 20 vezes,
com cuidado e evitando pegar partes de tecido, apds esse procedimento,
depositou-se o contetdo em tubo de 15 mL estéril onde foram adicionados mais
2 mL de meio 199.

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado ao primeiro po¢co 200 pL de
meio 199 e 100 pL da suspensdao, foi efetuada, entdo, uma diluicdo seriada,
utilizando-se 150 pL de meio e 150 pL da suspensao precedente, obtendo-se 0s
titulos de 1/3, 1/6, 1/12, 1/24, 1/48, 1/96, 1/192 e 1/384.

A placa foi embalada com papel filme e incubada em B.O.D a 25°C. Ao
primeiro dia e nas 4 semanas seguintes foi observada em microscoépio invertido
avaliando-se a titulacdo conforme a presenca de formas promastigotas viaveis
de L. amazonensis. Para o procedimento experimental 1 todas as titulacdes que

apresentaram parasitas foram contadas em camara de Neubauer.

4.14 Obtencao de macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos

Os macrofagos foram obtidos através da exposicdo do peritdnio dos
camundongos eutanasiados, com anterior assepsia, seguida de infusdo de 10
mL de solucéo tampéo fosfato salina (PBS) estéril a 4°C na cavidade peritoneal.
Em seguida, realizou-se a massagem na regido peritoneal para desprendimento
dos macroéfagos. O PBS foi retirado com a propria agulha e seringa de inoculagéo
e a suspensdo resultante foi transferida para um tubo estéril cbnico e

centrifugada a 1500 rota¢gdes por minuto (rpm) por 6 minutos, a 4°C.
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O “pellet” de células obtido apds centrifugagéo foi ressuspenso em 1 mL
de meio RPMI contendo 10% de SFB. Foi realizada a contagem em camara de
Neubauer e o volume ajustado para a concentracdo de 2x10° células por poco,
sendo estas entdo plaqueadas, em triplicata, em placas de 96 poc¢os. Apls a
incubacdo por 2 horas, a 37°C sob 5% de dioxido de carbono (COz2), foram

efetuados os procedimentos especificos para cada dosagem.

4.15 Obtencao de linfonodos popliteos de camundongos

Os linfonodos popliteos drenantes da pata lesionada foram retirados dos
animais assepticamente e o preparo do homogenato se deu da mesma forma
que o fragmento da lesdo, na analise da carga parasitaria Il (item 4.13). Foi
realizada a contagem de células totais em camara de Neubauer, padronizando
0 nimero em 2x10° células por pogco em placas de 24 pocos. As células entdo
foram incubadas por 2h a 37°C a 5% de CO2. Apoés a incubacéo, adicionou-se
aos pocos meio RPMI e antigeno solavel de L. amazonensis (ASL) a 50 pg/mL,
obtido por sonicagdo (RINGELMANN; HEYM, 1991). A placa foi incubada por 48
horas a 37°C a 5% de COz2, sendo o sobrenadante recolhido posteriormente para

realizacdo da dosagem de NO, IL-4 e IFN-y.

4.16 Avaliacdo da producédo de 6xido nitrico

Para esta andlise utilizou-se o método descrito por Green et al., (1982)
com modificacdes (GREEN et al., 1982). As placas contendo os macréfagos
peritoneais e as células totais de linfonodos, foram tratadas com LPS 100 ng/mL,
ASL 50 pg/mL, ou somente com meio RPMI como controle. As placas foram,
entdo, incubadas a 37°C sob 5% de CO:2 por 24 e/ou 48 horas. A mensuragao
dos niveis de NO é realizada pela dosagem de nitrito no sobrenadante, por isso
100 uL do mesmo, de cada pogo, foram utilizados para reagir com 100 uL do
reagente de Griess (solucao 1:1 de naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em acido orto-
fosforico 5% (v/v) e sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em acido fosforico
5% (v/v)) e ap6s 10 minutos para a estabilizacdo da formacdo do produto

(composto azo) foi realizada a leitura em leitor de microplaca a 550 nm. Os dados
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foram expressos em micro molar (UM) através da curva-padrdo obtida com

concentracfes molares conhecidas de Nitrito de Sodio (NaNO2) em meio RPMI.

4.17 Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Para esta analise utilizou-se o método descrito por Mosmann, (1983) com
modificacbes (MOSMANN, 1983). Os macrofagos foram plaqueados na
concentracdo de 2x10° células por poco em placas de 96 pocos que foram
incubadas a 37°C sob 5% de CO2 por 2 horas. Em seguida o sobrenadante foi
retirado e as células utilizadas como controle receberam somente meio RPMI.
As que foram utilizadas como controle do 6leo receberam 6leo ndo ozonizado
(na mesma quantidade que a maior concentracdo de 6leo contendo 0zénio). A
algumas células foi adicionado LPS 100 ng/mL e as demais receberam diferentes
concentracfes de 6leo ozonizado diluido em meio RPMI (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10;
20, 40, 80, 160 e 320 pg/mL), todos em duplicata, utilizando-se a mesma
quantidade de pocos para cada tratamento. As células foram entdo incubadas a
37°C sob 5% de CO:2 por 24 e/lou 48 horas. Em seguida o sobrenadante foi
retirado e foram adicionados 200 uL de EBSS (solu¢ao balanceada de Eagle)
com MTT (brometo de (3-metil-[4-5-48 dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) a 5
mg/mL, a placa entdo foi incubada a 37°C sob 5% de CO2 por 3 horas.

Posteriormente, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan
formados foram dissolvidos com 150 pl de Dimetilsulféxido (DMSO). Aguardou-
se, entdo, 10 minutos para a total solubilizacdo dos cristais e foi realizada a
leitura em leitor de microplaca a 550 nm. Os dados foram expressos em
porcentagem do controle, (sendo considerado 100 % de viabilidade os pocgos
contendo somente meio de cultura (controle)). As diferentes porcentagens
obtidas dos compostos foram utilizadas para determinar a concentragcéo
citotoxica do 6leo ozonizado necessaria para causar a morte de 50% das células
viaveis (CCso). A CCso foi determinada a partir de uma curva de regressao nao
linear feita no programa Graph Pad Prism 6.0®.

No primeiro experimento o Oleo foi ozonizado por 30 minutos e as
concentracdes utilizadas foram até 40 pg/mL, ja para o segundo, o 6leo foi

ozonizado por um periodo de 8 horas e acrescentou-se as concentracdes de 80,
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160 e 320 ug/mL, além disso, para este ultimo experimento, todos os tratamentos

com 6leo ozonizado foram esterilizados por filtracdo (0,22 um).

4.18 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania do 6leo de girassol ozonizado

sobre formas promastigotas in vitro

Formas promastigotas de L. amazonensis mantidas em meio 199 foram
contadas em camara de Neubauer e o volume foi ajustado para obtencao de
1x10° células por pogo, em placas de 24 pocgos. Adicionou-se diferentes
concentracfes de Oleo ozonizado diluido em meio 199 (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10;
20 e 40 pg/mL), somente meio 199 como controle negativo, 6leo ndo ozonizado
diluido em meio 199 na mesma quantidade que a maior concentracdo de 6leo
contendo ozonio e Glucantime® 300 pg/mL como controle positivo, em triplicata.

Aliquotas foram retiradas e diluidas em formalina 10% (1:10) para
contagem em camara de Neubauer apos 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento.
Ao final, as contagens foram comparadas com os controles e foi, entdo, avaliada
a inibicdo do crescimento de L. amazonensis frente as diferentes concentracoes
de Oleo ozonizado. As contagens obtidas foram utilizadas para determinar a
concentracao citotoxica do 6leo ozonizado necessaria para inibir o crescimento
de 50% dos parasitas (Clso). A Clso foi determinada a partir de uma curva de
regressdo néo linear feita no programa Graph Pad Prism 6.0®. Dividindo-se a
CCso obtida na viabilidade celular pela Clso foi obtido o indice de Seletividade
(IS) do tratamento (PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL, 2008).

4.19 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania do éleo de girassol ozonizado

sobre formas amastigotas in vitro

Macroéfagos peritoneais foram coletados conforme item 4.14, ajustados
para uma concentracdo de 2x10° células por poco e plagueados em placas de
24 pocos, contendo laminulas redondas estéreis em cada poco. As placas foram
incubadas em estufa de CO2 a 37°C por 3 horas para aderéncia dos macrofagos.

Apos esse periodo foi preparado um indculo de parasitas contendo 10

vezes 0 nimero de macroéfagos, ou seja, 2x10° parasitas por pogo. As placas
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foram colocadas em estufa de CO:z por 6 horas a 34°C para que 0s macrofagos
fossem infectados pelos parasitas de Leishmania.

O meio de cultura foi entdo retirado e foram adicionadas aos pocos
diferentes concentracdes de 6leo ozonizado diluido em meio RPMI (0,625; 1,25;
2,5; 5; 10; 20 e 40 pg/mL), meio RPMI como controle negativo, 6leo nao
ozonizado diluido em meio RPMI na mesma quantidade que a maior
concentracéo de 6leo contendo ozénio e Glucantime® 300 pg/mL como controle
positivo, em triplicata. As placas permaneceram em estufa de CO2 a 37°C por 48
horas.

Apos a incubacdo, o sobrenadante de cada poco foi coletado e
acondicionado em microtubos para posterior analise da producédo de NO e TNF-
a. A seguir, as laminulas contendo as células aderidas foram coradas por
Giemsa e coladas em laminas através da adicao de 1 gota de Permount®.

Ao final, as células foram contadas em microscopio convencional,
avaliando-se a presenca de formas amastigotas no interior dos macroéfagos,
obtendo-se assim a porcentagem de células infectadas com amastigotas sobre

0 numero total de macrofagos para cada um dos tratamentos.

4.20 Dosagem de citocinas

A producdo das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-4 foram analisadas pelo
meétodo ELISA, por meio do kit da marca Peprotech®.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpos de captura,
seladas e permaneceram a temperatura ambiente por 18 horas. Os po¢os foram
entdo lavados 4 vezes com tampéo de lavagem e foram adicionados 300 pL de
tampéo de bloqueio aos mesmos, deixando-se a temperatura ambiente por 1
hora.

Apos as lavagens, os padrdes de cada teste foram diluidos e plaqueados
conforme a bula. Para analise de TNF- a foram adicionados os sobrenadantes
dos experimentos com as células submetidas a infec¢cdo por amastigotas e dos
macrofagos peritoneais dos animais infectados e tratados no procedimento
experimental 2. Para andlise de IFN-y e IL-4 foram adicionados o0s

sobrenadantes das células totais de linfonodos dos animais infectados e tratados
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no procedimento experimental 2. As placas foram deixadas a temperatura
ambiente por 2 horas. ApGs as lavagens os anticorpos de deteccdo foram
adicionados aos poc¢os e a placa ficou novamente em repouso a temperatura
ambiente por 2 horas.

Depois desse periodo, os pocos foram lavados e 0 conjugado contendo
avidina foi adicionado, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30
minutos. Apds as lavagens foram adicionados 100 pL de substrato ABTS e
deixou-se a placa em repouso até o desenvolvimento da coloracdo. As placas
foram entdo lidas em leitor de microplacas a 405 e 650 nm. A diferenca entre a
maior e a menor absorbancia foi utilizada para o calculo de determinacédo das

citocinas.

4.21 Procedimento experimental 2

Os animais infectados com L. amazonensis foram divididos em 5 grupos
e tratados conforme tabela 1, o procedimento foi realizado de forma idéntica aos
itens 4.7;4.8; 4.9; 4,10; 4.11; 4.12 e 4.13. Porém, para esse procedimento o 6leo

de girassol utilizado foi ozonizado por um periodo de 8 horas.

4.22 Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a estatistica analitica para comparacédo das
médias, através do teste de ANOVA e foi utilizado o teste de Tukey paramétrico,
sendo adotado o nivel de confianca de 95%, tendo significAncia valores de p
<0,05. Foi usado o programa GraphPad Prism®, versédo 6.0 e Microsoft Excel,

ambos para plataforma Windows 10 da Microsoft.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dosagem do 6leo ozonizado

Sabendo que o ozénio € uma molécula relativamente estavel quando
introduzida em veiculos oleosos (VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005),
realizamos a dosagem mensal de 4 amostras de 6leo de girassol, ozonizados
por 30 minutos, em dias diferentes, como mostrado na Figura 1. A porcentagem
de diminuicdo da concentracéo do primeiro para o Gltimo més foi de 35%.
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Figura 1. Mensuracdo mensal da dose de 0zénio em 6leo de girassol ozonizado no periodo de 4
meses. Os valores apresentados sdo a média + SEM (erro padrdo da média) de quatro
experimentos independentes, sem repeticdo. Resultados significativamente diferentes em
relacdo ao més 1: * p<0,05.

Em nossos experimentos, houve diferenca estatistica significativa na
concentracédo de Os do primeiro més com relagcéo ao terceiro e ao quarto més.
Por conseguinte, ndo houve diferenca do primeiro para o segundo més entre as
dosagens do 0z6nio no 6leo, portanto ele se manteve estavel durante os 30 dias
de tratamento. Cirlini et al., (2012) demonstraram que o Oleo de girassol
ozonizado € estavel por pelo menos 6 meses a temperatura ambiente e, segundo
Bocci et al., (2004), por até 2 anos se mantido sob refrigeracdo (BOCCI et al.,
2004; CIRLINI et al., 2012).

Os resultados médios dos valores de peroxido (Pv) obtidos neste

experimento foram de 3,70; 3,58; 2,78 e 2,69 mEg/kg, equivalentes as
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concentracdes de o0z6nio no Oleo de 263,18; 228,58; 177,28 e 171,80 pg/mL.
Vale ressaltar que para este experimento o 6leo foi ozonizado por 30 minutos.
Com relacédo ao 6leo ozonizado por 8 horas, utilizado no tratamento dos animais,
o Pv obtido foi de 898,0 mEq/kg, logo a concentracdo de ozénio no 6leo foi de
57,27 mg/g, sendo estimada em 57.270 pug/mL de éleo.

Geralmente o tratamento de lesbGes cutaneas se desenvolve em um
periodo mais curto do que o testado (4 meses), como mostrado por Aghaei et
al., (2019), em que pacientes com LC receberam tratamento com 6leo de girassol
ozonizado e Glucantime® por um periodo de 2 meses. Além disso, Yuniati et al.,
(2020) utilizaram o0zb6nio oleoso e obtiveram reducdo no tamanho de lesGes
ocasionadas por diabetes em animais em um periodo de 14 dias. E ainda, ratos
com les@es alérgicas foram tratados com 6leo ozonizado mostrando resultados
satisfatorios em apenas 7 dias (AGHAEI et al., 2019; LU et al., 2018; YUNIATI et
al., 2020). Portanto, por meio da ozonizacdo do 6leo por um periodo prolongado,
e, se o tratamento for ampliado, j& que o O3 se mantém estavel, efeitos positivos

no prognostico das lesdes provocadas pela LC podem ser alcancados.

5.2 Viabilidade celular

O ensaio colorimétrico de MTT € um ensaio quantitativo para a medicao
de células metabolicamente ativas. O MTT, que tem sua estrutura molecular em
forma de anel, é clivado por uma enzima mitocondrial que d& origem aos cristais
de formazan de coloracao violeta. Essa clivagem é feita por todas as células
vivas, metabolicamente ativas, mas néo pelas células mortas ou por eritrécitos.
Por esse motivo, a quantidade de formazan gerado € diretamente proporcional
ao numero de células viaveis (VITRAL et al., 2008).

No primeiro experimento realizado, nossos resultados mostraram que em
24 horas de exposicao houve clivagem e producdo de formazan pelas células
em todos os tratamentos, sem diferenga estatistica entre eles (Figura 2),
inclusive na maior concentracdo de 6leo ozonizado (40 pg/mL). A concentracéo

necessaria para inibir em 50% a viabilidade celular (CCso) obtida foi > 60 ug/mL.
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Figura 2. Efeito do 6leo de girassol ozonizado sobre a viabilidade celular de macréfagos murinos
em 24 horas de tratamento. Os valores apresentados sdo a média + SEM de trés experimentos
independentes, em triplicata.

Entretanto, para uma avaliacdo mais assertiva da concentracédo citotdxica
do 6leo ozonizado sobre os macréfagos, o experimento foi repetido com adicéao
das concentracBes de o0z6nio de 80, 160 e 320 pg/mL e foi realizado nos tempos
de 24 e 48 horas.

Como observa-se na Figura 3, no tempo de 24 horas as concentragdes
de 160 e 320 pg/mL foram toxicas para as células, j& em 48 horas houve
toxicidade a partir da concentracédo de 80 pug/mL, além do controle do 6éleo. Em
48 horas a reducao na viabilidade foi de 14% para a concentracao de 40 pg/mL,
26% para a de 80 pug/mL, 42% para a de 160 pg/mL e 61% para 320 pug/mL. A
CCso obtida foi de 84,21 pg/mL.
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Figura 3. Efeito do 6leo de girassol ozonizado sobre a viabilidade celular de macr6fagos murinos
em 24 e 48 horas de tratamento. Os valores apresentados sdo a média + SEM de trés
experimentos independentes, em triplicata. Significativamente diferente do controle negativo: *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Esses resultados de toxicidade se devem, provavelmente, ao maior tempo
de exposicdo ao tratamento (48h). Para o preparo do controle do 6leo, foi
utilizado o mesmo volume de 6leo ndo ozonizado que foi usado na concentracao
de 320 pg/mL, por este volume ser maior, por mais que ndo haja Os, a
consisténcia oleosa do meio em que as células foram mantidas pode ter
interferido na viabilidade das mesmas, ja que o meio oleoso impede uma correta
oxigenacdao e dificulta 0 consumo dos nutrientes necessarios para a sobrevida
das células (VAZ et al., 2011).

5.3 Producdao de 6xido nitrico (NO)

O NO é um importante composto produzido pelas células imunes em
resposta a injurias e inflamag6es. Quanto maior o nivel de NO, maior a toxicidade
do tratamento para o agente causador da doengca em questdo. Do mesmo modo,
a baixa producdo de NO expressa uma menor toxicidade, sugerindo que o
tratamento ndo foi capaz de causar prejuizos aos microrganismos (VITRAL et
al., 2008).

Sabendo que o 0zbnio € um agente imunomodulador que pode atuar na
via do NO, ocasionando um aumento ou diminui¢do na produ¢cdo do mesmo,

dependendo da dose utilizada (SAGAI; BOCCI, 2011), dosamos essa substancia



46

frente a diferentes concentracbes de 6leo ozonizado nos tempos de 24 e 48
horas. Para tanto, utilizou-se o sobrenadante do experimento da viabilidade
celular, no qual foram acrescentadas as concentragcfes de 80, 160 e 320 pg/mL.
Em 24 horas somente as células tratadas com LPS produziram uma quantidade
significativa de NO, ja em 48 horas essa producdo ocorreu também nos
macrofagos tratados com a maior concentracdo de 6leo ozonizado (Figura 4). O
NO, apesar de ser uma molécula efetiva no combate a infecgbes, em excesso
pode ser prejudicial as células, como pode-se observar na concentracéo de 320
pg/mL, a qual foi toxica no experimento de viabilidade celular.
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Figura 4. Efeito do 6leo de girassol ozonizado sobre a produgdo de 6xido nitrico por macrofagos
murinos 24 e 48 horas de exposi¢do ao tratamento. Os valores apresentados sédo a média + SEM
de trés experimentos independentes, em ftriplicata. Significativamente diferente do controle
negativo: *** p<0,001, **** p<0,0001.

5.4 Determinacdo da atividade anti-Leishmania do 6leo ozonizado de

girassol sobre formas promastigotas in vitro

As formas promastigotas de Leishmania, quando em cultura, apresentam
uma curva de crescimento progressiva, atingindo seu pico maximo no quarto ou
quinto dia. Os resultados das contagens dessas formas em meio 199 ou sob
tratamento com Glucantime®, 6leo ndo ozonizado ou controle do Oleo e em
concentracdes crescentes de 6leo com 0zo6nio podem ser visualizados na Figura
5.
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Figura 5. Contagem de L. amazonensis em meio de cultura apés 24h (a), 48 h (b), 72h (c) e 96h
(d), submetidos a tratamento com 6leo de girassol ozonizado e ndo ozonizado (controle do 6leo),
Glucantime® (controle positivo) e meio 199 (controle negativo). Os valores apresentados séo a
média £+ SEM de trés experimentos independentes em triplicata. Significativamente diferente do
controle negativo: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Significativamente diferente
do controle do éleo: # p<00,5, ## p<0,01.

Em 24 horas, 0 6leo ozonizado promoveu diminui¢do no crescimento dos
parasitas a partir de 5 pg/mL, ja a partir de 48h de tratamento, o 6leo com ozénio
ocasionou a inibicdo do crescimento em todas as concentragbes quando
comparado com as células tratadas apenas com meio, 0 qual apresentou
crescimento exponencial.

Esses dados sugerem que o0 Oleo ozonizado foi capaz de inibir o

crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis, sendo que as
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maiores taxas de inibicdo foram obtidas ap6s 96h de tratamento, inclusive
apresentando uma inibicdo significativa das concentracdes de 20 e 40 ug/mL em
comparacao com o medicamento de referéncia.

O controle do 6leo também apresentou uma inibicdo do crescimento dos
parasitas a partir de 48 horas de tratamento, como no caso da viabilidade celular
dos macréfagos peritoneais de camundongos, esse fato se explica pela
diminuicdo da densidade do meio quando o 6leo € acrescentado, o que torna
mais dificil o consumo dos nutrientes, prejudicando o crescimento tanto dos
macrofagos quanto dos parasitas (VAZ et al.,, 2011). Entretanto, as maiores
concentracfes de 6leo ozonizado apresentaram maior inibicdo do crescimento
dos parasitas em comparag¢ao com o 6leo ndo ozonizado, evidenciando o poder
microbicida do ozénio. Além disso, a metade da concentracao inibitéria maxima
do tratamento utilizado sobre as células viaveis (Clso) foi de 1,71 pg/mL,
confirmando o alto potencial leishmanicida desse composto.

O indice de Seletividade (IS), que mede o quanto um composto é ativo
contra o parasita sem causar danos a viabilidade das células de mamiferos, &
obtido dividindo-se o CCso pelo Clso e quanto maior esta razdo, mais seletiva € a
droga sobre o parasita e, consequentemente, menor efeito ela tem sobre a célula
(PRAYONG; BARUSRUX; WEERAPREEYAKUL, 2008). Dividindo-se a CCso
obtida (84,21 pug/mL) pela Clso, 0 IS obtido foi de 49,25, o que mostra que o 6leo
ozonizado utilizado nesse estudo foi mais seletivo para o parasita do que para

0s macrofagos.

5.5 Avaliagado da atividade anti-Leishmania do 6leo ozonizado de girassol

sobre formas amastigotas in vitro

Os parasitas de Leishmania sdo capazes de se replicar dentro dos
macrofagos estimulando a célula a produzir citocinas e outras substancias para
a defesa do hospedeiro (KELLY et al., 2020). Nosso objetivo com esse
experimento foi verificar se os tratamentos utilizados foram capazes de inibir a
infeccdo dos macrofagos pelos parasitas de L. amazonensis e consequente

replicacdo dos mesmos dentro dessas células. As porcentagens obtidas de
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macrofagos contendo formas amastigotas em seu interior sobre o nimero total

de macréfagos podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de macréfagos contendo amastigotas de L. amazonensis sobre o total
de macrdfagos peritoneais de camundongos, tratados in vitro com RPMI (controle negativo),
Glucantime® (controle positivo), controle do éleo (CO) e concentracdes de 6leo de girassol
ozonizado de 0,625 a 40 pug/mL, diluidos e meio RPMI e porcentagem de macréfagos infectados
contendo 1, 2 3 ou mais parasitas. Valores em porcentagem (%).

RPMI  Glu CO 0,625 1,25 2,5 5 10 20 40

Macréfagos
contendo 58,4 182 364 563 338 364 188 6,7 48 0,0

amastigotas
(%)

1 parasita 33,7 9,1 364 375 309 295 188 6,7 48 00

2 parasitas 14,6 91 0,0 125 29 6,8 0,0 00 00 00

23 parasitas | 10,1 0,0 0,0 6,3 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0

No tratamento com o controle negativo (RPMI) quase 60% dos
macrofagos continham estruturas parasitarias em seu interior, sendo que cerca
de 10% dessas células possuiam 3 ou mais inclusbes. Como esperado, esses
nameros decaem quando as células sdo tratadas com o medicamento de
referéncia, chegando a 0% de infeccdo por 3 ou mais parasitas.

Porém, uma diminuicdo mais pronunciada pode ser observada quando
as células sao tratadas com 6leo ozonizado, sendo que na concentracdo de 10
pug/mL h&d menos do que a metade de amastigotas (6,7%) em comparacdo ao
tratamento com Glucantime® (18,2%). Para a concentracao de 40 pg/mL de éleo
ozonizado nao foram visualizados macrofagos infectados na lamina, mostrando
gue essa concentracao foi 100% eficaz na eliminacdo dos parasitas.

O tratamento com o controle do 6leo mostra uma diminuicdo das
amastigotas comparavel a concentracdo de 2,5 pg/mL de 6leo ozonizado,
podendo ser referente, novamente a consisténcia oleosa do meio. Todavia, mais
estudos ndo necessarios para avaliar se o 6leo em si impede a internalizagdo
dos parasitas ou € capaz de eliminar uma porcentagem dos mesmos apos 0S
macréfagos terem sido infectados. Aléem disso, a contagem do total de

macrofagos divergiu entre os tratamentos, o que pode ter prejudicado a analise.
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As imagens das células infectadas e néo infectadas pelos parasitas,

podem ser observadas na Figura 6.

a wox b N 1000x c / 1000x d 1000x

Figura 6. Macréfagos peritoneais de camundongos submetidos a infecgdo in vitro por parasitas
de L. amazonensis e tratados com RPMI, Glucantime®, 6leo de girassol ozonizado e néo
ozonizado: (a) macréfago ndo infectado, (b) presenca de um parasita, () presenca de 2 parasitas
e (c) presenca de mais do que 3 parasitas intramacrdfagicos, as inclusdes parasitarias estao
indicadas pelas setas.

5.6 Producao de NO por macréfagos contendo formas intracelulares de L.

amazonensis

Apos a infeccdo pelos parasitas os macrofagos produzem substancias
gue auxiliam na eliminacdo dos microrganismos, a fim de impedir a evolucéo da
doenca. Entre esses compostos, o NO se destaca por promover a morte
parasitaria através da oxidagdo (REZA et al., 2019).

Nossos dados demonstram que os macréfagos produziram NO em todos
os tratamentos, apés 48 horas de exposicdo, entretanto, ndo houve diferenca

estatistica entre eles (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento com Glucantime®, 6leo de girassol ozonizado e ndo ozonizado
sobre a produgédo de 6xido nitrico por macréfagos murinos infectados com L. amazonensis apos
48 horas de exposi¢do ao tratamento. Os valores apresentados sdo a média + SEM de trés
experimentos independentes, em triplicata.

Isso indica que nenhuma das substancias utilizadas nos tratamentos
interferiu de forma relevante na producdo de NO quando produzido por

macrofagos infectados por L. amazonensis.

5.7 Producédo de TNF- a por macré6fagos contendo formas intracelulares de

L. amazonensis

O TNF-a € uma citocina homodimérica, secretada principalmente pelos
macrofagos ativados, células T, células NK e mastdcitos (DAYAKAR et al.,
2019). A atividade antiparasitaria do TNF-a é mediada pela ativacao de
macrofagos infectados para a destruicdo de amastigotas intracelulares
(MURRAY et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa
na producdo de TNF-a pelos macrofagos infectados entre os tratamentos, em
48h de exposicdo (Figura 8). Segundo Gonzalez-Fajardo et al., (2015), a
liberagdo de citocinas por células mononucleares infectadas com Leishmania

apresenta pico de liberacdo de TNF-a com inicio apos 12 horas de infeccéo,
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portanto, h4 a possibilidade de que o auge de liberagcdo dessa citocina possa ter
ocorrido antes do tempo de dosagem (48 horas).

Pode-se observar ainda, que o Glucantime®, o controle do Oleo e a
concentracéo de 2,5 pg/mL de 6leo ozonizado mostraram uma tendéncia a maior
producdo de TNF-a, sugerindo uma possivel estimulacdo na liberacdo dessa
citocina, apesar de ndo ser significativa em 48 horas. Todavia, mais estudos séo

necessarios para avaliar esse potencial aumento.
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Figura 8. Efeito do tratamento com Glucantime®, 6leo de girassol ozonizado e ndo ozonizado
sobre a producéo de TNF- a por macrofagos murinos infectados com L. amazonensis apos 48
horas de exposi¢cdo ao tratamento. Os valores apresentados sdo a média + SEM de trés
experimentos independentes, em triplicata.

5.8 Evolucéao das lesdes

Sabe-se que as lesdes oriundas da LC apresentam aspectos variados,
dependendo de fatores como a quantidade de parasitas na area afetada. O
tamanho e espessura das lesdes esta diretamente relacionado com esse numero
e, consequentemente, com o agravamento ou regressao da doenca (BRASIL,
2007). Os resultados, em milimetros, da espessura das patas lesionadas dos
camundongos tratados no procedimento experimental 1 e 2 podem ser

observados na Figura 9.
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Figura 9. Espessura das lesdes provocadas por L. amazonensis nas patas de camundongos, em
milimetros. Os valores apresentados sdo a média + SEM de quatro unidades experimentais por
grupo. a) Procedimento experimental 1: ozonizacdo do 6leo por 30 minutos e 2 horas:
significativamente diferente do controle ndo tratado (NT): * p<0,05; b) Procedimento experimental
2: ozonizagdo do 6leo por 8 horas: significativamente diferente de G, 0OzG e Oz * p<0,05;
significativamente diferente de OzG: # p<0,05.

No procedimento 1, os Unicos grupos que apresentaram diferenca
estatistica significativa com o controle ndo tratado ao final do tratamento foram
0 grupo que recebeu somente Glucantime® e o que recebeu Glucantime® e 6leo
ozonizado. Observa-se ainda que esses grupos citados, conseguiram frear o
aumento da pata desde o inicio do tratamento, mostrando uma porcentagem de
crescimento do 1° ao 30° dia de 16 e 12%, respectivamente. Enquanto nos
demais grupos o aumento foi de 35% para o que recebeu 6leo ndo ozonizado e
Glucantime®, 48% para o tratado somente com 06leo ozonizado e 76% para o
qgue néo recebeu intervencao.

No inicio do tratamento o 0Oleo foi ozonizado por 30 minutos a uma taxa
de 0,5 L/min, porém no 14° dia esse 0Oleo foi novamente ozonizado por 2 horas.
No entanto, nao foi possivel explicar porque o grupo tratado com Glucantime® e
6leo ndo ozonizado ndo mostrou resultados comparaveis ao tratado somente
com o medicamento de referéncia, tomando por base o fato de que o Oleo de

girassol, mesmo sem o0zonio, tem potencial para auxiliar na cicatrizagao, por
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possuir uma grande concentracdo de &cidos graxos nao saturados,
principalmente o acido linoleico, um composto importante para a cura de feridas
(ALVES et al., 2019), portanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar essa
questéao.

Levando-se em consideracdo o trabalho de Oguzkan et al., (2018), no
qual foi observado que o 6leo precisa ter um processo de ozoniza¢do mais longo
para que possa ser eficaz na cicatrizacdo de feridas (OGUZKAN et al., 2018),
0zonizamos 0 0Oleo de girassol por um periodo de 8 horas para a realizacdo do
procedimento experimental 2.

Somente o grupo tratado com 6leo ndo ozonizado e Glucantime® néo
apresentou diferenca significativa em comparacdo com o controle ndo tratado,
apresentando uma porcentagem de aumento na espessura da pata de 33%,
enquanto no grupo ndo tratado o aumento foi de 48%. Além disso, nesse
experimento podemos observar uma diminui¢ao significativa na espessura das
patas do grupo tratado com Glucantime® e 6leo ozonizado, com uma diminui¢cao
de 20% com relagdo ao inicio do tratamento, esse resultado & semelhante ao
obtido por Cabral et al., (2020), em que as lesbes tratadas com ozonio e
Glucantime® mostraram reducéo de 15,2% ao final do tratamento (CABRAL et
al., 2020). O grupo tratado com Glucantime® isolado e o grupo tratado somente
com 6leo ozonizado apresentaram um aumento na espessura de 10% e 7%,
respectivamente.

Por meio desses resultados, podemos constatar que um maior tempo de
ozonizacao do 6leo e a terapia conjunta com Glucantime® € mais eficaz para
contribuir com a diminuicdo da espessura da pata infectada por L. amazonensis.
Segundo o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana do
Ministério da Saulde, a cicatrizacdo completa das lesdes pode levar até 12
semanas com o0 medicamento de referéncia (BRASIL, 2007), portanto, a
associacao entre o Glucantime® e o 6leo ozonizado pode levar a uma completa
cicatrizacdo em um periodo menor de tempo, proporcionando uma melhor
qualidade de vida para os pacientes sob tratamento.

O tamanho e a forma das lesbes antes de iniciar o tratamento devem ser
levados em conta, visto que lesBes maiores podem ser mais dificeis de controlar

do que as menores e menos externalizadas. A evolucédo das lesdes durante o
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tratamento do procedimento experimental 1 e 2 podem ser observadas nas

Figuras 10 e 11, respectivamente.

Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 30

Oleo ndo
ozonizado e
Glucantime®

Glucantime®

Oleo
ozonizado e
Glucantime®

Oleo
ozonizado

Sem
tratamento

Figura 10. Evolugéo de lesdes causadas por L. amazonensis em camundongos Balb/c ao longo
de 30 dias — Procedimento experimental 1.
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Dia 1 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 30

Oleo ndo
ozonizado e
Glucantime®

Glucantime®

Oleo
ozonizado e
Glucantime®

Oleo
ozonizado

Sem
tratamento

Figura 11. Evolugéo de lesdes causadas por L. amazonensis em camundongos Balb/c ao longo
de 30 dias — Procedimento experimental 2.

Com relagéo ao experimento 1, o grupo tratado com 6leo ndo ozonizado
e Glucantime® apresentava, no inicio do tratamento, uma lesdo maior e mais
externalizada em comparagdo com os demais, apresentando uma coloragédo
mais avermelhada, como pode ser observado na Figura 10. Entretanto, esse
grupo apresentou uma melhora no aspecto da ferida na dltima semana de
tratamento, evidenciado pela formacdo de uma area de tecido que recobriu a
regido ruborizada quase totalmente. Porém, esse tratamento né&o foi eficaz na
diminuicdo da espessura da pata, como observado nos resultados anteriores.
Nos dois experimentos podemos observar que, ao final do tratamento, a lesdo
apresentava um aspecto mais Umido em comparacao aos demais grupos, tal fato
ser relacionado a aplicagdo do 6leo de girassol sem 0z6nio, 0 que daria um
aspecto emoliente a ferida. Todavia, no experimento 2 observa-se que esse
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tratamento né&o foi eficaz na diminuicdo da espessura e na cicatrizacéo da lesao,
sendo comparavel ao grupo néo tratado.

O grupo que recebeu somente Glucantime® no experimento 1, teve um
tamanho médio menor na espessura da pata no inicio do tratamento e esse
tamanho foi praticamente mantido até o 30° dia, sugerindo o controle da infec¢ao
pelo medicamento. Nos ultimos dias de tratamento houve formacao de uma area
endurecida, mostrando que a ferida apresentava uma boa evolucdo, mas, em
contrapartida, a area lesionada aumentou em relagéo a primeira semana. Esses
resultados podem ser observados também no experimento 2.

No experimento 1, o grupo que recebeu 6leo ozonizado local associado
ao Glucantime®, ao contrario do grupo tratado somente com o medicamento,
apresentava uma espessura da pata lesionada maior no inicio dos cuidados, a
qual teve seu tamanho relativamente conservado. Também se observou a
formacdo de uma area que sugeria a cicatrizacdo e houve diminuicdo da area
lesionada. Ja4 no experimento 2 a espessura da pata diminuiu consideravelmente
e é possivel observar a cicatrizacdo quase completa da lesdo, mostrando que
essa associacdo entre o medicamento de referéncia e o 6leo ozonizado, sendo
este Ultimo ozonizado por 8 horas, teve o melhor resultado na cicatrizacao.

O grupo tratado somente com 6leo ozonizado, nos 2 experimentos, ndo
foi eficaz na cicatrizacdo da lesdo e, ademais, a espessura da pata aumentou.
Porém, no experimento 2, esse aumento foi de apenas 7%, enquanto no primeiro
foi de 48%, evidenciando, mais uma vez, que a ozonizac¢ao por 8 horas foi mais
eficaz para o tratamento.

Nos dois experimentos 0 grupo que ndo recebeu nenhum tipo de
intervencado mostrou aumento progressivo do tamanho da leséo e espessura da
pata, até mesmo com aparecimento de uma pequena area enegrecida,
mostrando o inicio de uma necrose tecidual (no procedimento 1). Também no
procedimento 1 observa-se que o aumento na espessura foi maior (76%), e isso
se deve ao fato de que nesse experimento as lesdes estavam maiores e em
estagio mais avancado, no inicio dos tratamentos, do que no procedimento

experimental 2, cujo aumento para o grupo sem tratamento foi de 48%.
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5.9 Contagem de leucdcitos

Com relacdo ao numero de leucdcitos, no procedimento 1 (Figura 12)
houve diferenca estatistica significativa no inicio do tratamento entre o grupo
tratado com Oleo ndo ozonizado e Glucantime® e os demais grupos, com
excecdo daquele que recebeu somente o medicamento de referéncia. E este
altimo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo que nao recebeu
tratamento. Essa diferenca se deve, provavelmente, aos diferentes estagios de
desenvolvimento da doenca, como mostrado na evolucéo das lesbes, onde o
primeiro grupo apresentava lesées mais extensas.

Ja no final do tratamento ndo houve diferenca significativa entre nenhum
grupo entre si, porém no grupo que recebeu Glucantime® e 6leo ozonizado, no
que recebeu somente Oleo ozonizado e no que ndo recebeu intervencdo as

contagens de leucécitos foram maiores do que no inicio do tratamento.
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Figura 12. Namero de leucdcitos sanguineos de camundongos infectados com L. amazonensis
no inicio (a) e apos trinta dias de tratamento (b). OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo
nao ozonizado, G — grupo tratado com Glucantime®, OzG — grupo tratado com Glucantime® e
6leo ozonizado, Oz — grupo tratado com 6leo ozonizado, NT — grupo né&o tratado. Os valores
apresentados sao a média * SEM de quatro unidades experimentais por grupo.
Significativamente diferente do controle (NT): e p<0,05. Significativamente diferente de OG: ***
p<0,001. Significativamente diferente entre os grupos no inicio e final do tratamento: # p<0,05 e
## p<0,01.

No procedimento experimental 2 (Figura 13), no inicio do tratamento, nao
houve diferenga estatistica significativa entre nenhum dos grupos, mostrando

que o processo inflamatorio se encontrava em estagio muito proximo de



59

evolucao. Apoés 30 dias, 0 Unico grupo que apresentou diferenca com relagéo ao
nao tratado, foi o grupo tratado somente com 6leo ozonizado, mostrando um
possivel efeito anti-inflamatério do 0zénio. Com relacdo ao grupo que recebeu
Glucantime® e 6leo ozonizado, ja que o Glucantime® possui um efeito pro-
inflamatério (SANTOS et al.,, 2019), a utilizagcdo concomitante com o Oleo
ozonizado, pode ter levado a um equilibrio na producéo das células brancas.
Esse resultado é comparavel ao obtido por Cabral et al., (2020), onde foi
demonstrada a influéncia do ozénio, mesmo aplicado localmente, no nimero de

leucécitos, modulando-os com atividade anti-inflamatoria (CABRAL et al., 2020).
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Figura 13. Nimero de leucdcitos sanguineos de camundongos infectados com L. amazonensis
no inicio (c) e ap@s trinta dias de tratamento (d). OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo
ndo ozonizado, G — grupo tratado com Glucantime®, OzG — grupo tratado com Glucantime® e
Oleo ozonizado, Oz — grupo tratado com 6leo ozonizado, NT — grupo ndo tratado. Os valores
apresentados sdo a média + SEM de quatro unidades experimentais por grupo.
Significativamente diferente do controle nado tratado (NT): * p<0,05.
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5.10 Esfregaco da borda da lesdo (Imprint) da pata lesionada — Carga
parasitaria |

Por meio do esfregago da borda da lesdo na LC é possivel observar
células parasitadas com amastigotas de L. amazonensis, além de formas
promastigotas. Com relacédo ao experimento 1, o grupo que foi tratado somente
com 6leo ozonizado mostrou um valor de LDU menor do que 0os demais grupos.

Como a contagem de LDU avalia as formas amastigotas presentes em células
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externas do tecido lesionado, esse resultado sugere que o Oz age na superficie

da lesdo atuando como leishmanicida local (Tabela 3).

Tabela 3. Quantidade de parasitas presentes na borda da lesdo em Unidades Leishman-

Donovan (LDU) — Procedimento experimental 1.

Grupos

Unidades Leishman-Donovan (LDU)

Oleo controle + Glucantime (OG)
Glucantime (G)
Oleo ozonizado + Glucantime (0zG)
Oleo ozonizado (Oz)

N&o tratado (NT)

1657
1241
1122
747
4110

Depois desse grupo, o que recebeu 6leo ozonizado e Glucantime® e o
que recebeu somente Glucantime® foram 0s que apresentaram uma contagem
menor de LDU. O grupo OG, mesmo com a utilizagdo do Glucantime®, n&o
mostrou resultados satisfatérios com relacdo ao numero de amastigotas
comparando-o aos que utilizaram o 6leo ozonizado, portanto apesar do 6leo por
si s6 ser conhecido pelo efeito benéfico na cicatrizagdo (ALVES et al., 2019), ele
parece néo ter efeito sobre os parasitas.

No experimento 2, para 0 grupo que recebeu conjuntamente o 6leo
ozonizado e o medicamento de referéncia, ndo foram visualizadas nas laminas
estruturas parasitarias, tanto amastigotas quanto promastigotas, constatando
assim a eficacia desse tratamento. O grupo tratado somente com Glucantime®
foi 0 segundo com melhores resultados, seguido pelo que recebeu somente 6leo

ozonizado e pelo que recebeu Glucantime® e 6leo ndo ozonizado.

Tabela 4. Quantidade de parasitas presentes na borda da lesdo em Unidades Leishman-
Donovan (LDU) - Procedimento experimental 2.

Grupos Unidades Leishman-Donovan (LDU)
Oleo controle + Glucantime (OG) 1841
Glucantime (G) 800
Oleo ozonizado + Glucantime (0zG) 0
Oleo ozonizado (Oz) 1483
N&o tratado (NT) 4427
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As imagens dos esfregacos das bordas das les6es de cada grupo, nos
experimentos 1 e 2, podem ser visualizadas nas Figuras 14 e 15,

respectivamente.

Figura 14. Esfregaco da borda das lesbes causadas por L. amazonensis na pata de
camundongos, corados por Giemsa (imprint), leitura feita em microscopio convencional no
aumento de 1000x: (a) OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo ndo ozonizado, (b) G — grupo
tratado com Glucantime®, (¢) OzG — grupo tratado com Glucantime® e dleo ozonizado, (d) O; —
grupo tratado com 6éleo ozonizado, (e) NT — grupo nao tratado. - Procedimento experimental 1.
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Figura 15. Esfregaco da borda das lesbes causadas por L. amazonensis na pata de
camundongos, corados por Giemsa (imprint), leitura feita em microscopio convencional no
aumento de 1000x: (a) OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo ndo ozonizado, (b) G — grupo
tratado com Glucantime®, (c) OzG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo ozonizado, (d) Oz —
grupo tratado com éleo ozonizado, (e) NT — grupo ndo tratado - Procedimento experimental 2.

Pelas imagens podemos verificar que no experimento 1, o grupo tratado
com Glucantime® e Oleo ndo ozonizado, o grupo tratado somente com
Glucantime® e o0 grupo que recebeu Glucantime® e 6leo ozonizado,
apresentaram maior quantidade de parasitas do que no experimento 2. Ja no
grupo que recebeu somente Oleo ozonizado, esse resultado foi inverso,
mostrando mais parasitas no segundo experimento. Como observado nos
experimentos de evolucdo da lesédo (Figuras 10 e 11), esse grupo nao obteve
eficacia na cicatrizagédo. Portanto, apesar do 0zonio ser considerado um potente

leishmanicida local, podemos concluir que a associacdo do mesmo com 0
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medicamento de referéncia é a maneira mais eficiente de eliminar os parasitas
e promover a cura da lesdo. Constatamos isso por meio do experimento 2, em

que o valor de LDU obtido para a terapia associada (grupo O:G) foi de 0.

5.11 Cultura de promastigotas de L. amazonensis da pata lesionada — Carga

parasitaria Il

O cultivo de formas promastigotas apds o tratamento da lesdo é eficaz
para evidenciar a influéncia dessa intervencdo na diminuicdo de parasitas
viaveis, ja que, teoricamente, um nimero menor de células se multiplica menos
no decorrer do tempo.

Para a realizacao da cultura, no experimento 1, foi extraido um fragmento
gue envolveu a parte interna da ferida, como consequéncia houve um aumento
no numero de parasitas. No primeiro dia portanto, houve crescimento no maior
titulo em todos os 5 grupos, no ultimo, porém, o grupo que foi tratado com
Glucantime® isolado mostrou uma melhora nesse aspecto, com uma média de
titulos de 1/96, corroborando a hipétese de que o Glucantime® age de dentro
para fora, enquanto o Oz topico atua no exterior da ferida, ocasionando assim

uma sinergia entre os dois no avanco do tratamento (Tabela 5).

Tabela 5. Diluicdo da cultura de fragmentos das patas infectadas com L. amazonensis em meio
199. Os valores apresentados sdo a média dos titulos de quatro unidades experimentais por
grupo — Procedimento experimental 1.

Grupos Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 30
Glucantime® e 6leo 1/384 1/384 1/384 1/312 1/240
nao ozonizado (OG)

Glucantime® (G) 1/384 1/384 1/288 1/216 1/96
Glucantime® e dleo 1/384 1/384 1/384 1/320 1/192
ozonizado (OzG)

Oleo ozonizado (0z) 1/384 1/384 1/384 1/336 1/120
N&o tratado (NT) 1/384 1/384 1/384 1/384 1/384

Devido ao crescimento em todos os titulos, todos os pocos foram
contados em camara de Neubauer. Esses resultados podem ser observados na
tabela 6.
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Tabela 6. Contagem de promastigotas da cultura de patas lesionadas de camundongos
infectados com L. amazonensis, diluicdo 1:2, resultados em nimero de células x105. OG - tratado
com 6leo ndo ozonizado e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com dleo
ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - ndo tratado. *Animal excluido
dos testes no procedimento experimental 1.

DIA 1
oG G 0,G Oz NT
1 2 4 3 14
1 2 0 2 15
2 3 2 1 11
1 2 0 1 14
DIA 7
oG G 0,G Oz NT
3 13 9 94 42
36 4 5 64 106
50 9 3 35 166
53 9 3 34 139
DIA 14
oG G 0,G Oz NT
3 85 133 992 60
232 4 102 376 576
212 3 59 488 784
348 8 36 192 640
DIA 21
0G G 0,G Oz NT
48 92 1024* 632 150
384 4 108 28 1856
432 8 8 144 1648
160 2 12 1 450
DIA 30
0G G 0,G Oz NT
9 85 384 21 112
5 4 51 14 382
14 3 28 20 275
27 8 64 25 179
Titulo:
1/384
11192
1/96
1/48
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No experimento 2, para 0 grupo que recebeu tratamento adjunto de
Glucantime® e 6leo ozonizado, ndo houve crescimento de parasitas em nenhum
titulo, e o grupo tratado somente com 6leo ozonizado, apresentou uma média no
30° dia de 1/12. Para esse procedimento, o fragmento foi coletado de forma a
evitar pegar partes internas da lesdo, com isso € possivel analisar melhor a
infeccdo na superficie lesionada, todos os fragmentos foram pesados para fim
de padronizacdo. Esses resultados evidenciam, como ja mostrado
anteriormente, o potencial leishmanicida local do 6leo ozonizado e a eficacia da

associacao entre o Oz e 0 Glucantime (Tabela 7).

Tabela 7. Diluicdo da cultura de fragmentos das patas infectadas com L. amazonensis em meio
199. Os valores apresentados sdo a média dos titulos de quatro unidades experimentais por
grupo — Procedimento experimental 2.

Grupos Dial Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 30
Glucantime® e 6leo nédo 1/5 1/6 1/8 1/8 1/24
ozonizado (OG)

Glucantime® (G) 1/3 1/5 1/5 1/6 1/16
Glucantime® e 6leo 0 0 0 0 0
ozonizado (OzG)

Oleo ozonizado (Oz) 1/3 1/3 1/9 1/9 1/12
N&o tratado (NT) 1/336 1/384 1/384 1/384 1/384

5.12 Analise Histoldgica

Como os resultados obtidos no procedimento experimental 2 foram mais
assertivos no tratamento dos animais, a histologia das lesdes foi feita somente
com o0s grupos utilizados nesse procedimento. Nas andlises dos achados
histologicos as alteragbes histopatolégicas variaram de acordo com o
tratamento. O grupo tratado com 0Oleo ndo ozonizado e Glucantime®, o grupo
que sé recebeu Oleo ozonizado e o grupo que ndo recebeu tratamento,
apresentaram uma hiperplasia pseudoepiteliomatosa, ou seja, uma
descontinuidade do epitélio periférico devido as ulceracdes, apresentando uma
riqueza de parasitas. Ja 0 grupo que recebeu apenas Glucantime® e o que

recebeu o0s dois tratamentos em conjunto, apresentaram uma melhor
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manutencao do epitélio, sendo bastante pronunciada neste ultimo grupo, como
pode ser observado na Figura 16.

Figura 16. Fotomicrografia das laminas histologicas das les6es provocadas por L. amazonensis
nas patas de camundongos, coradas por H&E, no aumento de 1000x: (a) OG - tratado com 6leo
controle e Glucantime®, (b) G - tratado com Glucantime®, (¢) OzG - tratado com 6leo ozonizado
e Glucantime®, (d) Oz - tratado com 6leo ozonizado e (e) NT — ndo tratado - Procedimento
experimental 2

Todos os grupos que receberam Glucantime® mostraram um tamanho de
epiderme semelhantes entre si, e 0 grupo que recebeu terapia conjunta de
Glucantime® e 6leo ozonizado apresentou ainda um espessamento da camada
granulosa, indicado pelas setas (Figura 17). O grupo que recebeu somente 6leo
ozonizado local mostrou um tamanho menor da epiderme, apresentando

diferenca estatistica significativa com os 3 grupos citados anteriormente e, por
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fim, o grupo que néo recebeu intervencao apresentou uma camada muito fina de
epiderme restante, apresentando diferenca estatistica significativa a todos os
demais grupos, mostrando que a infeccdo consumiu grande parte do extrato
cérneo e da camada lacida do tecido. Estes resultados podem ser observados

nas Figuras 17 e 18.

Figura 17. Fotomicrografia das laminas histolégicas das les6es provocadas por L. amazonensis
nas patas de camundongos, coradas por H&E, no aumento de 400x: (a) OG - tratado com Gleo
controle e Glucantime®, (b) G - tratado com Glucantime®, (c) OzG - tratado com 6leo ozonizado
e Glucantime® (setas indicando aumento da camada granulosa), (d) Oz - tratado com dleo
ozonizado e (e) NT — néo tratado - Procedimento experimental 2
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Figura 18. Espessura da epiderme da pata infectada com L. amazonensis de animais infectados
e tratados. OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo ndo ozonizado, G — grupo tratado com
Glucantime®, OzG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo ozonizado, Oz — grupo tratado com
Oleo ozonizado, NT — grupo néo tratado. Significativamente diferente do controle ndo tratado
(NT): * p<0,05, **** p<0,0001. Significativamente diferente de Oz: ## p<0,01, ### p<0,001, ####
p<0,0001. — Procedimento experimental 2.

Na contagem de leucdcitos, realizada por meio das fotomicrografias no
aumento de 1000x (Figura 19), o grupo ndo tratado apresentou uma contagem
de células superior aos demais, sendo estatisticamente diferente das contagens
dos grupos tratados com 6leo ozonizado e ndo ozonizado em conjunto com
Glucantime® (OG e O:G). E, como observado nas imagens da Figura 17, o grupo
que recebeu 6leo ozonizado isolado e 0 sem tratamento mostraram uma grande
quantidade de parasitas e de leucocitos no tecido, indicando que a reacéo
inflamatoria continuava intensa no final do tratamento. O grupo tratado com 6leo
nao ozonizado e Glucantime®, apesar de apresentar grande quantidade de
parasitas e ulcera¢des no tecido, ndo apresentou uma reacédo inflamatéria téo
elevada quando comparado aos demais grupos, com excec¢ao do tratado com
0leo ozonizado e Glucantime®, apresentando menos células imunes na regiao.
Estudos mais aprofundados sdo necessarios para investigar o porqué dessa

ocorréncia.
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Figura 19. Contagem de leucécitos de laminas histolégicas das lesBes provocadas por L.
amazonensis nas patas de camundongos. OG — grupo tratado com Glucantime® e 6leo nédo
ozonizado, G — grupo tratado com Glucantime®, OzG — grupo tratado com Glucantime® e dleo
ozonizado, Oz — grupo tratado com 6leo ozonizado, NT — grupo nédo tratado. Significativamente
diferente do controle nao tratado (NT): * p<0,05, ** p<0,01. Significativamente diferente de OG:
# p<0,05 — Procedimento experimental 2.

5.13 Dosagem de 6xido nitrico produzido por macrofagos peritoneais e por
células totais de linfonodos de camundongos submetidos ao tratamento

com 6leo ozonizado de girassol

Para avaliar o efeito sistémico da infeccdo e dos diferentes tratamentos,
0s macrofagos peritoneais dos animais foram retirados ao final do protocolo e
colocados em cultura, sendo mantidos somente em meio, ou adicionou-se LPS
a este meio. Dosou-se entdo o nivel de NO no sobrenadante dessa cultura. No
experimento 1, apdés 24 horas de incubacéo, nao houve diferenca significativa na
producdo de NO entre os grupos quando incubados somente com o0 meio RPMI
ou entre os mesmos tratados com o LPS. Porém, quando comparados dentro do
préprio grupo, no tratado com Glucantime® (G) houve maior producédo de NO
guando estimulado pelo LPS em comparacédo com o meio de cultura.

Ja4 em 48 horas, houve menor producdo de NO pelos macréfagos dos
grupos de animais tratados em relagéo ao grupo néo tratado, quando incubados
com meio de cultura. Porém, o tratamento com LPS aumentou a producédo de

NO pelas células, eliminando a diferenca estatistica. Com relacdo a comparacao
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intragrupo, novamente o grupo G mostrou diferenca entre a células estimuladas

com LPS e ndo estimuladas (Figura 20).
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Figura 20. Dosagem de 6xido nitrico a partir do sobrenadante dos macréfagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis apés 24 h de tratamento (a) e apds 48 h de
tratamento (b). OG - tratado com 0leo controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®,
OzG - tratado com 0leo ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - sem
tratamento. Significativamente diferente do controle ndo tratado (NT) - RPMI: # p<0,05 e ##
p<0,01. Significativamente diferente dentro do grupo: *** p<0,001 e **** p<0,0001 — Procedimento
experimental 1.

No experimento 2, em 24 horas, somente houve diferenca quando
comparada a producédo de NO pelos macréfagos do grupo G, tratados ou néo,
com LPS. No entanto, ndo observou-se diferenca na producao de NO por parte
de nenhum outro grupo, estimulados com LPS ou néo.

Em 48 horas de exposicdo, o grupo tratado com Oleo ozonizado e
Glucantime® e o tratado somente com 6leo ozonizado aumentaram a producao
de NO de forma significativa, mostrando diferenca para o grupo nao tratado,
guando incubados com meio e quando estimulados por LPS. O grupo G manteve

a diferenca intragrupo observada em 24h (Figura 21).
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Figura 21. Dosagem de oxido nitrico a partir do sobrenadante dos macrofagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis apés 24 h de tratamento (a) e apés 48 h de
tratamento (b). OG - tratado com 6leo controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®,
OzG - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - sem
tratamento. Significativamente diferente do controle néo tratado (NT) - RPMI e LPS: # p<0,05.
Significativamente diferente dentro do grupo: * p<0,05, ** p<0,01 — Procedimento experimental
2.

Com o intuito de verificar as mudancas no sistema imune localmente, o0s
linfonodos drenantes dos animais infectados foram retirados e tiveram suas
células plagueadas, além disso, metade dessas células receberam antigenos de
L. amazonensis e a outra metade ndo. A producdo de NO por essas células foi
verificada e no experimento 1, com relagéo aos grupos néo estimulados, houve
maior producdo de NO pelo grupo tratado somente com 6leo ozonizado em
relacdo aos demais grupos, ndo ocorrendo, porém, diferenca significativa para o
grupo tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®. Quanto ao tratamento com
ASL, o grupo néao tratado produziu mais NO em comparagcdo com os demais,
exceto com o que recebeu Oleo ozonizado isolado. Este grupo (Oz) produziu
significativamente mais NO do que o que recebeu o 6leo ndo ozonizado e
Glucantime® (OG). Nao houve diferenca na producédo de NO entre o controle

negativo e o ASL dentro dos grupos (Figura 22).
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Figura 22. Dosagem de 6xido nitrico a partir do sobrenadante de linfonodos popliteos de
camundongos infectados com L. amazonensis apds 48 h de tratamento. OG - tratado com 6leo
controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado e
Glucantime®, Oz - tratado com O6leo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente
diferente de Oz-RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente do controle néo tratado (NT) — ASL:
** p<0,01; *** p<0,001. Significativamente diferente de Oz - ASL: + p<0,05. - Procedimento
experimental 1.

No experimento 2, houve diferenca estatistica na producédo de NO quando
comparados o grupo de células nao-estimuladas, sendo que o grupo que
recebeu somente Glucantime®, mostrou uma producao significativamente maior
que os grupos de terapia conjunta de 6leo ozonizado e Glucantime® (OzG) e o
ndo tratado (NT). Intragrupo, apenas o que recebeu 6leo ozonizado isolado
mostrou diferenca quando estimulado pelo ASL em relacao as suas células néao-

estimuladas.
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Figura 23. Dosagem de 6xido nitrico a partir do sobrenadante de linfonodos popliteos de
camundongos infectados com L. amazonensis apds 48 h de tratamento. OG - tratado com 6leo
controle e Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com 6éleo ozonizado e
Glucantime®, Oz - tratado com 6leo ozonizado e NT - sem tratamento. Significativamente
diferente de G - RPMI: # p<0,05. Significativamente diferente intragrupo: * p<0,05 - Procedimento
experimental 2

Em resumo, em comparagdo com o controle ndo tratado, a maioria dos
grupos apresentou diferenca na producédo de NO, geralmente produzindo menos
essa substancia, tanto nos grupos que receberam somente RPMI, quanto nos
que foram estimulados com LPS ou ASL. Entretanto, mais estudos sé&o
necessarios para avaliar a influéncia do ozénio e dos demais tratamentos na

modulacao da producéo desse composto.

5.14 Dosagem de citocinas

A eliminagdo de patdégenos de Leishmania pelo hospedeiro é realizada
por meio de uma forte resposta pro-inflamatéria acompanhada pela liberacao de
citocinas protetoras do hospedeiro, como IFN-y e TNF- a (GHOSH et al., 2020).
A IL-4, por sua vez, é uma citocina que estimula a ativacdo de macrofagos pela
via alternativa, resultando na sobrevivéncia do parasita e persisténcia da
infeccdo (DAYAKAR et al., 2019). Além disso, a IL-4 inibe a explosdo oxidativa
induzindo a producédo de baixos niveis de intermediarios reativos de oxigénio e
NO em macréfagos (DAYAKAR et al.,, 2019; WILFLINGSEDER et al., 2005;
WOELBING et al., 2006).
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Com relacdo a produgcdo de IL-4 pelas células totais de linfonodos
popliteos dos camundongos, no procedimento experimental 2, todos os
tratamentos produziram uma quantidade menor dessa citocina quando
comparados com o controle ndo tratado, tanto os que receberam somente RPMI
guanto os que receberam ASL (Figura 25a).
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Figura 25. Dosagem de citocinas, por ELISA, a partir do sobrenadante de linfonodos popliteos e
macrofagos peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis. a) Produgéo de IL-4;
b) Producdo de TNF — q; c) Produgéo de IFN — y. Grupos: OG - tratado com 6leo controle e
Glucantime®, G - tratado com Glucantime®, OzG - tratado com 6leo ozonizado e Glucantime®,
Oz - tratado com éleo ozonizado e NT — ndo tratado. Significativamente diferente do grupo néo
tratado (NT) — RPMI: # p<0,05, ## p<0,01. Significativamente diferente do grupo néo tratado (NT)
- ASL: * p<0,05, ** p<0,01 - Procedimento experimental 2.

O papel protetor do TNF-a na infeccdo por Leishmania é caracterizado
pela ativacdo dos macrofagos, producdo de NO e eliminacdo do parasita ou
supressdo da propagacao do mesmo para outras células (WILHELM et al.,
2001), além de promover o controle do niumero de parasitas na pele, nédulos
linfaticos e no baco e atuar beneficamente no processo de cicatrizagao de feridas
(TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).

Os macréfagos peritoneais dos animais infectados com L. amazonensis
no experimento 2 produziram uma grande quantidade de TNF-a de forma a tentar
eliminar os parasitas, isso se deve ao processo inflamatério sistémico que
contribui para o aumento na producdo e consequente elevagcdo desses indices
nessas células. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos, ndo foi possivel, portanto, relacionar os tratamentos utilizados ao
aumento ou diminuigdo na producédo dessa citocina (Figura 25b).

O IFN-y é uma glicoproteina homodimérica que consiste em duas
subunidades com cerca de 21 a 24 kDa (DAYAKAR et al., 2019). Das varias



75

citocinas anti-Leishmania, o IFN-y é a citocina mais significativa na prote¢ao do
hospedeiro, desempenhando um papel predominante na ativacdo de
macrofagos para produzir moléculas leishmanicidas (MOSSER; EDWARDS,
2008).

Varios estudos demonstraram que a atividade leishmanicida dos
macrofagos pode ser induzida por uma variedade de citocinas, sozinhas ou em
combinacéo (GAAFAR et al., 1995; KURTZHALS et al., 1994). Segundo Dayakar
et al., (2019), em pacientes com LC a resposta € dominada principalmente por
IFN-y e IL-4 raramente é detectada (DAYAKAR et al., 2019).

Nossos resultados ndo mostraram diferenca estatistica significativa na
producao de IFN-y entre os grupos de animais infectados e tratados (Figura 25c),
embora houvesse producdo dessa citocina em niveis elevados. Segundo
Mahmood et al., (2018), os altos niveis de IFN-y sdo importantes para manter
um equilibrio entre as respostas de Thl e Th2. Esse mesmo autor encontrou
ainda uma alta quantidade de IFN-y sérico em pacientes com LC quando
comparados ao grupo controle (MAHMOOD, 2018).

Embora a resposta imune inata do hospedeiro contra a leishmaniose seja
importante, a imunidade mediada por células T e citocinas, produzidas a partir
de varias células imunes, desempenham um papel crucial na determinacdo do
desfecho da doenca (DAYAKAR et al., 2019). Todavia, outros estudos séo
necessarios para avaliar a producéo dessas citocinas na LC quando submetidas

ao tratamento com 6leo ozonizado.

6. CONCLUSOES

Em suma, o 6leo ozonizado se manteve estavel durante o tratamento dos
animais, nao apresentando citotoxicidade celular in vitro sobre macréfagos de
camundongos, além de ser mais seletivo para o parasita do que para as células.
E, além disso, o Os foi eficaz na eliminacdo tanto de promastigotas, quanto
amastigotas de L. amazonensis in vitro.

Nos experimentos in vivo houve diferencas importantes entre o0s
procedimentos experimentais 1 e 2, em que este ultimo foi mais eficaz devido ao

maior tempo de ozonizacdo do 6leo de girassol. E ainda, foi observado um
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possivel efeito anti-inflamatoério do Os na producao de leucdcitos e NO. Houve
também diminuicdo da carga parasitaria em cultura e em esfregaco superficial
guando os camundongos foram tratados com Glucantime® e 6leo ozonizado,
além da manutencao razoavel do epitélio celular na analise histologica. Ademais,
essa terapia conjunta contribuiu para a diminuicdo na espessura da pata
infectada e melhorou a cicatrizacdo. Constatou-se também a alta producédo de
TNF-a e IFN-y e menor producédo, em compara¢cdo com o grupo néo tratado, de
IL-4 pelas células dos camundongos.

Em resumo, a terapia adjunta de Oleo ozonizado de girassol e o
medicamento Glucantime® foi eficaz na eliminacdo dos parasitas de L.
amazonensis, tanto in vitro como in vivo, promovendo a cura das lesdes
cutdneas causadas pela leishmaniose. Dessa forma, a utilizacdo do 6leo
ozonizado de girassol como adjuvante, pode proporcionar menor tempo de
tratamento aos pacientes, que serdo, consequentemente, menos expostos aos

efeitos colaterais do tratamento padrdo de longo prazo.
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ANEXO Il

Montagem (inclus&o) de material em parafina (Paraplast®)

» Fixacao:
Colocar as pecas (material) em formol 10% tamponado (tampéao fosfato).
Fixar por 24 horas e lavar em agua corrente por 48 horas.

Estocar em alcool 70% até o inicio da inclusao.

» Desidratacao:
Material estocado em alcool 70%.
30 minutos em alcool 80% - 2 vezes.
30 minutos em &lcool 95% - 2 vezes.
30 minutos em &lcool 100% - 2 vezes.

» Diafanizacao:
Xilol + &lcool 100% (1:1) - 30 minutos.
Xilol 100% (1 e 2) - 20 minutos.
Xilol PA - 20 minutos.

Infiltracao:
Paraplast® + Xilol = 2 horas a partir do momento em que o Paraplast® derreter.
Paraplast® puro Il = overnight stay (pernoite) +/- 14 horas.

Paraplast® puro Ill & 3 horas.

» Incluséo:
Montar as caixinhas de papel no tamanho do material a ser incluso.
Pegar Paraplast® puro, encher a caixinha e orientar a peca.

Deixar endurecer a temperatura ambiente.

» Coloracao Hematoxilina — eosina.
Desparafinar, hidratar.
Hematoxilina 10 minutos - lavar 5 minutos em agua destilada.

Alcool Absoluto por 30 segundos.



Eosina 5 minutos - lavar para retirar 0 excesso.

Desidratar, diafanizar e montar.
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