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do desenvolvimento de lesdes cutineas em hamsters
infectados por Leishmania brasiliensis

Evaluation of omeprazole’s antiparasitary effect preventing
the development of cutaneous lesions due to Leishmania
brasiliensis in hamsters
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Resumo: FUNDAMENTOS — A leishmaniose tegumentar americana permanece doenca endémica em diversas
regioes brasileiras. A sobrevivéncia do parasita no interior dos macrofagos se deve, em parte, pela atividade de
uma K'/H'-ATPase de membrana que pode ser inibida pelo omeprazol.

OBJETIVOS — Avaliar a eficicia do omeprazol na prevencao do desenvolvimento de lesdes de leishmaniose em hamsters.
METoDOS — Empregaram-se 18 hamsters, divididos em trés grupos: o grupo L recebeu apenas a inoculagao de
L. brasiliensis na pata anterior direita, o grupo O recebeu apenas doses didrias de 0,4mg de omeprazol sub-
cutineo, e o grupo L+0 recebeu o indculo de leishmanias e o tratamento com omeprazol desde o dia da ino-
culacio. O estudo foi conduzido por 42 dias, realizaram-se medidas dos didmetros das patas semanalmente, e,
ao final do estudo, foram realizados esfregacos das lesoes para verificagio dos parasitas.

REsurrapos — Os hamsters dos grupos L e L+O desenvolveram lesoes de leishmaniose tegumentar havendo
ulceracio em duas patas do grupo L e uma do grupo L+O. Ao final do estudo, a mobilidade e vitalidade no
grupo L foram menores que em L+O, e estas menores que no grupo O. Os didmetros das patas inoculadas nos
grupos L e L+0 foram significativamente maiores que no inicio do estudo (p<0.05). Nio houve diferenca sig-
nificativa entre os didmetros das patas dos grupos L e L+O ao final do estudo (p>0,05), sendo detectados
parasitas no esfregaco das lesoes dos dois grupos.

CoNcLUsOES — Omeprazol, no protocolo utilizado, nao evitou o desenvolvimento de lesoes de leishmaniose
tegumentar em hamsters.
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Abstract: BACKGROUND - Cutaneous leishmaniasis remains an endemic disease in several brazilian regions. The
parasite’ survival in macrophbages is due to a membrane K'/H -ATPase that can be inhibited by omeprazole.
OBJETIVES - Evaluate omeprazole’s efficacy preventing the development of cutaneous leishmaniasis in hamsters.
METHODS - Eighteen bamsters were divided in 3 groups: the L group received an inoculation of L. brasiliensis
on right paw, the O group received daily 0,4mg omeprazole subcutaneously, and L+0O group received both
omeprazole and the inocule. The study was performed in 42 days, and the measurements of the diameter of
paws were done weekly. At the end of the study was carried out a smear to verify the presence of parasites.
Resuits - Hamsters fitted in L and L+0O groups have developed cutaneous leishmaniasis’ lesions, there were
ulcerations in 2 hamsters from L group and 1 from L+ O group. At the end of the study, the vitality and mobil-
ity of animals from L group were less prominent than L+0 and O groups. Diameters of inoculated paws in
L and L+0 groups were significantly larger in comparison to begin of the study (p<0,05). There were no sta-
tistical difference between diameters of the paws from L and L+O groups at the end of study (p>0,05).
Parasites were detected at microscopic smears of lesions from both groups.

ConcLusions - Hamsters’ cutaneous lesions due to Leishmania sp. inoculation couldn’t be prevented by
omeprazole, using this protocol.
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INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana perma-
nece doenga endémica em diversas regioes brasilei-
ras, causando grande morbidade e custos para a
saude publica.'

Seu agente etiologico, Leishmania brasilien-
sis, ¢ um protozoario dimérfico que existe como pro-
mastigota flagelado no intestino de mosquitos e
como amastigota, sem flagelo, no interior de macré6-
fagos de mamiferos.

O ambiente dos fagolisossomas macrofagicos é
acido em ratos, hamsters, seres humanos e nos
camundongos em virtude da riqueza de prétons dis-
poniveis nesse meio. As formas amastigotas do proto-
zoario realizam atividades como respiragao, percep-
¢ao de nutrientes e sintese de RNA e DNA de manei-
ra eficaz em pH de 5,0 até 5,5. A percepcio de
nutrientes ocorre por um mecanismo de transporte
de proétons que leva a um acimulo desse produto no
interior dos parasitas. Esse efeito é controlado por
uma bomba K'/H"-ATPase tipo P situada na superficie
da membrana do protozoario, a qual desloca os pré-
tons de seu citoplasma para o interior dos lisosso-
mos. Isso permite que os parasitas mantenham pH
interno neutro e estavel dentro dos fagolisossomos
ricos em proétons.’

Em virtude desse papel da bomba K'/H'-
ATPase na manutencao do pH dos parasitas, esse sis-
tema tornou-se um atrativo alvo para pesquisa de
novas quimioterapias.

Os medicamentos disponiveis atualmente para
o tratamento da leishmaniose apresentam efeitos
colaterais, potencial toxicidade e vias de administra-
¢ao que reduzem a aderéncia ao tratamento, e ampla
cobertura em saude coletiva.’

O omeprazol é medicamento empregado no
tratamento da ulcera péptica e nao apresenta efeitos
toxicos relevantes, além da possibilidade de adminis-
tragio oral. Representa um importante inibidor da
bomba K+/H+-ATPase gastrica humana.

Em pH neutro, o omeprazol penetra as mem-
branas celulares e se acumula em compartimentos
celulares acidos, como os lisossomas, onde se subme-
te a protonagao. A forma protonada torna-se um ativo
composto (sulfonamida) e age como um potente ini-
bidor dessa ATPase, fazendo com que os proétons
fiquem acumulados no interior da célula. Na mucosa
do estdbmago humano, o omeprazol ativado, ao inibir
a bomba K'/H"-ATPase, interrompe a secrecao icida
pelas células parietais.”

A bomba K'/H"-ATPase tipo P da superficie da
membrana da Leishmania revelou-se um potencial
alvo para o omeprazol, e sua inibicdo in vitro resultou
em importante efeito leishmanicida. O acimulo de
omeprazol dentro dos lisossomas acidos de macrofa-
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gos levou a considerar a hipotese de um possivel efei-
to leishmanicida também iz vivo.’

Neste estudo, avalia-se a atividade do omepra-
zol na prevencao de lesbes em hamsters infectados
pela Leishmania brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

Estudo experimental envolvendo 18 hamsters
de mesma linhagem acondicionados em trés criadou-
ros e submetidos a igual regime alimentar e hidrico
por 42 dias, em biotério climatizado. O grupo “O”
recebeu diariamente injecoes subcutineas na regiao
dorsal de 0,1ml de solugao de omeprazol 40mg/ml
(Laboratério Cristilia). O grupo “L” recebeu um in6-
culo de 0,1ml de solucao contendo Leishmania bra-
siliensis na pata anterior direita no primeiro dia do
estudo. A cepa foi proveniente de infeccao canina
oriunda da cidade de Conchas, Sao Paulo, cultivada
em hamsters no Departamento de Parasitologia da
Unesp de Botucatu. O grupo “L+0O” recebeu tanto a
inoculag¢ao de parasitas no primeiro dia como as inje-
¢oes didrias de omeprazol.

Foram medidos os diametros das patas diantei-
ras dos animais semanalmente usando um paquime-
tro milimetrado. Apdés 42 dias, os hamsters foram
sacrificados com cloroférmio e realizados esfregagos
das patas inoculadas e corados com Giemsa para veri-
ficacdo da presenca de formas amastigotas nas lesoes.

Os resultados foram tabulados em MS-Excel
2000™ e analisados utilizando o software Bioestat 2.0.°

Para a analise comparativa da evolugao tempo-
ral dos didmetros das patas dentro dos grupos foi
empregado o teste de Wilcoxon. Para a anilise com-
parativa dos didmetros das patas entre os grupos
foram empregados os testes de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. Foi adotado como significativo
p<0,05.

RESULTADOS

Ao inicio do estudo, os 18 hamsters apresenta-
vam-se com aspecto saudavel, com mobilidade e vita-
lidade preservadas. Os didmetros médios iniciais das
patas dos hamsters nao diferiram entre os trés grupos
(p>0,05 Kruskal-Wallis), tampouco quando compara-
dos com os didmetros das patas dianteiras contralate-
rais (p>0,05 Wilcoxon).

Na primeira semana que se sucedeu a inocula-
¢ao, verificou-se discreto edema nas patas inoculadas
dos hamsters pertencentes ao grupo L e L+O. Esse
efeito mensurado ji demonstrava diferenca estatisti-
camente significativa em relacao ao comportamento
do grupo O a partir da segunda semana (p<0,05
Kruskal-Wallis), ampliando sua margem até o final do
experimento (Grifico 1). As patas dianteiras contrala-
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GRrAFICO 1: Evolucdo do diametro médio das patas
anteriores direitas dos hamsters dos trés grupos
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terais ao indculo nio apresentaram alteracio em
nenhum dos grupos.

Entre os animais infectados, houve franca ulce-
ragao nas patas de dois hamsters do grupo L, a partir
da quarta semana, e em um hamster do grupo L+O,
a partir da quinta semana. Ao final do estudo, o erite-
ma e o aspecto clinico infiltrativo das lesdes do grupo
L foram mais intensos que os do grupo L+O.

Todos os animais atingiram o final do estudo.
Observou-se reducao da mobilidade e vitalidade dos
hamsters dos grupos L e L+O em comparacio ao
grupo O, tendo a mobilidade do grupo L sido ainda
menor que a do grupo L+O.

Apoés o término do estudo, os animais foram
sacrificados, e o esfregaco das lesoes das patas dos
grupos L e L+0O apresentaram grande quantidade de
amastigotas em todas as laminas.

DISCUSSAO

A medida que se compreendem as caracteristi-
cas moleculares dos mecanismos de defesa e sobrevi-
véncia de agentes infecciosos, abrem-se possibilida-
des de pesquisa para o desenvolvimento de agentes
que interfiram em seu ciclo vital.*”*

A pesquisa de agentes leishmanicidas de baixa
toxicidade, alta eficicia e comodidade posolégica é
um desafio que tem envolvido diversos grupos de
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pesquisa ao redor do mundo.*”"

A redugio de mais de 90% dos parasitas
(Leishmania donovani) em culturas acidas ou no
interior de macréfagos in vitro empregando meios
com diferentes concentragoes de ommeprazol é um
exemplo de interferéncia molecular direta no ciclo de
vida do protozodrio.’

Sendo o omeprazol um inibidor especifico da
bomba K/ H'- ATPase gastrica também em hamsters,
seu efeito na bomba existente na superficie celular
das leishmanias pdde ser avaliado nesses animais.'"

Neste estudo preliminar, a escolha de altas
doses de omeprazol relativas ao peso dos hamsters
(120g) objetivou evitar falhas terapéuticas devido a
baixos niveis terapéuticos da droga, e a escolha do
inicio precoce do tratamento permitiu avaliar tempo-
ralmente o desenvolvimento das lesoes nos diferen-
tes grupos.

Entretanto, o uso subcutineo do omeprazol,
mesmo em doses elevadas desde a inoculagio dos
parasitas, nao foi capaz de prevenir o desenvolvimen-
to de lesbes tegumentares de leishmaniose em hams-
ters, tampouco se observou marcante efeito leishma-
nicida ao exame microscopico.

As diferengas entre os aspectos clinicos das
lesoes inoculadas ao final do estudo, bem como a
menor mobilidade dos hamsters, podem sugerir certo
efeito antiinflamatério do omeprazol nos animais
infectados, porém, para o tamanho da amostra utiliza-
da, a possibilidade de esses achados representarem
uma variabilidade individual deve ser considerada.

Outros protocolos de investiga¢ao, como o uso
de inoculagao em focinho de hamster (mais imunogé-
nico), a injecao intralesional de omeprazol, uso de
outras cepas de Leishmania sp., ou mesmo a associa-
¢ido com outras terapéuticas devem ser conduzidos
para avaliar as possibilidades do emprego do omepra-
zol como agente antiparasitirio contra a leishmaniose.

Ainda, outras drogas com ac¢ao semelhante ao
omeprazol, como o lansoprazol, pantoprazol ou eso-
meprazol, podem desempenhar atividades leishmani-
cidas.

CONCLUSAO

No protocolo utilizado, o emprego de omepra-
zol ndo preveniu o desenvolvimento de lesoes de leis-
hmaniose tegumentar em hamsters. a
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