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RESUMO

SOUZA, Victor Vaitkevicius Antdo de. Imunologia aplicada ao desenvolvimento de
novas estratégias de controle para leishmaniose visceral. 2021. Dissertacao (Mestrado
em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacéao
Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

Novas estratégias terapéuticas vém sendo estudadas para o desenvolvimento de um
imunoterdpico eficiente contra a leishmaniose visceral (LV). O objetivo deste estudo foi
avaliar in vitro compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos (FT) e extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes (MFs) quanto ao seu potencial leishmanicida e
imunomodulador para LV. Foram avaliados os compostos FTs (RN1, RN2 e RN3), os
extratos de MFs (Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta e
Tetradesmus obliquus) e as drogas de referéncia (DRs), Milteforan™ (MTF) e
Glucantime® (SbY). Foram determinados os indices de seletividade (IS) de todos os
tratamentos em ensaios de concentracdo inibitoria (ICsg), em células de Leishmania
infantum e concentracdes citotoxicas (CCsp), em células humanas e caninas. A partir dos
melhores candidatos, foi feita a avaliacdo da resposta imune em células de humanos
saudaveis por meio da producdo de citocinas, 6xido nitrico (NO) e expressao génica,
utilizando as concentragfes da CCsp; %2 CCso; ¥4 CCso € ICso para estimular in vitro.
Diante dos dados obtidos, foi observado que os compostos PTs e 0s extratos apresentaram
baixa citotoxicidade para as células; sendo 0 RN2 (IShum=13,5) e 0s extratos de A.
platensis (IShum=3,8) e D. tertiolecta (ISHum=4,7; 1Scan=11,2) 0s selecionados para
prosseguir com os estudos. O SbY (IShum=2,1) possuiu o menor IS entre todos os
tratamentos, ao contrario da MTF que possuiu o maior IS (IS>100). Ao analisar os
resultados de resposta imune, foi observado que a RN2 apresentou um perfil de supressao;
ja os extratos estimularam a producéo das citocinas do perfil Thl e NO mais do que as
DRs. Em relacdo a expressdo génica, observou-se que 0s extratos estimularam um
equilibrio entre os perfis imunoldgicos. Deste modo, os extratos de MFs apresentaram
resultados promissores, possuindo atividade leishmanicida, baixa toxicidade e indu¢édo da
resposta imune, podendo ser potenciais candidatos terapéuticos paraa LV.

Palavras-chave: Terapéutica; Imunomodulacdo; Cianobactérias; Microalgas;
Ftalimidas; Triazois; Leishmania infantum.



ABSTRACT

SOUZA, Victor Vaitkevicius Antdo de. Immunology applied to the development of
new control strategies for visceral leishmaniasis. 2021. Dissertation (Master in
Biosciences and Biotechnology Applied to Health) — Aggeu Magalh&es Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2021.

New therapeutic strategies have been studied for the development of an efficient
immunotherapy against visceral leishmaniasis (VL). The aim of this study was to evaluate
in vitro synthetic phthalimidic-triazole (PTs) compounds and bioactive extracts of
photosynthetic microorganisms (PMs) for their leishmanicidal and immunomodulatory
potential for VL. The PTs compounds (RN1, RN2 and RN3), the PMs extracts
(Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta and Tetradesmus
obliquus) and the reference drugs (RDs), Milteforan™ (MTF) and Glucantime® (SbY)
were evaluated. The selectivity indices (SI) of all treatments were determined in assays
of inhibitory concentration (ICso) in Leishmania infantum cells and cytotoxic
concentrations (CCsp) in human and canine cells. From the best candidates, the immune
response was evaluated in healthy human cells through the production of cytokines, nitric
oxide (NO) and gene expression, using the concentrations of CCso; %2 CCso; ¥ CCso and
ICso to stimulate in vitro. In view of the data obtained, it was observed that the PTs
compounds and extracts showed low cytotoxicity for the cells; RN2 (Slnum=13.5) and
extracts of A. platensis (Slhum=3.8) and D. tertiolecta (Slhum=4.7; Slcan=11.2) were
selected to proceed with the studies. SbY (Slwum=2.1) had the lowest IS among all
treatments, unlike MTF, which had the highest SI (S1>100). When analyzing the immune
response results, it was observed that RN2 presented a suppression profile and the extracts
stimulated the production of Th1 and NO cytokines more than the RDs. Regarding gene
expression, it was observed that the extracts stimulated a balance between the
immunological profiles. Thus, PMs extracts showed promising results, with
leishmanicidal activity, low toxicity, and induction of the immune response, which could
be potential therapeutic candidates for VL.

Keywords:  Therapeutics;  Immunomodulation;  Cyanobacteria;  Microalgae;
Phithalimides; Triazoles; Leishmania infantum.
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18

1 INTRODUCAO

Entende-se como doenca negligenciada (DN) aquelas causadas por agentes infecciosos
ou parasitarios endémicas em populac6es predominantemente de paises subdesenvolvidos e que
ndo possui atrativos econdmicos para o desenvolvimento de farmacos, pesquisas e controle
epidemiolégico (HOTEZ; PECOUL, 2010; YAMEY et al., 2018). Apesar das DN serem
responsaveis por 11% das enfermidades no mundo, o desenvolvimento de farmacos é muito
inferior. Entre os anos de 2012 e 2018, um total de 256 produtos terapéuticos foram licenciados,
todavia, somente oito (3,1%) foram direcionados para DNs (PEDRIQUE et al., 2013; YAMEY
et al., 2018). Esse dado mostra o quédo necessario se faz o estudo de desenvolvimento de novos
terapicos para tratamento das DNS.

No ano de 2012, em uma reunido no Royal College of Physicians em Londres, a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) anunciou a aprovacdo da Declaracdo de Londres sobre
Doengas Negligenciadas, com o intuito de erradicar, eliminar e intensificar o controle das
principais DNs até o final de 2020. No entanto, ndo foi obtido sucesso até 0 momento. Apesar
dos avancos em diagnostico e tratamento nas ultimas décadas, ainda ha muito a se progredir
para o controle dessas enfermidades. A necessidade continua de novos tratamentos que sejam
eficazes, seguros e, idealmente administrados por via oral, permanece como a base para
pesquisa estratégica e desenvolvimento a longo prazo da Iniciativa Medicamentos para Doencas
Negligenciadas (DNDi — Drugs Negleted Disease iniciative).

Entre as doencas negligenciadas, a leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade
potencialmente fatal que esta distribuida em 76 paises, sendo relatados 65.934 casos humanos
apenas nas Américas no periodo de 2001-2019, com uma média de 3.470 casos anualmente. No
Brasil, foram registrados 4.114 casos humanos no ano 2017, destes, 44,5% ocorreram no
Nordeste, levando cerca de 8,8% ao Obito (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2020).

Dentro do cenério da LV, o cdo doméstico € considerado o reservatério de maior
importancia epidemioldgica, sendo uma recomendacdo do Ministério da Saude (MS) Brasileiro
a eutanasia dos animais infectados, no entanto, essa estratégia de controle ndo tem demonstrado
eficacia na reducdo de casos humanos (CAMPINO; MAIA, 2018; NUNES et al., 2008; NUNES
et al., 2018). Desta forma, para o real enfrentamento desta enfermidade, velhos paradigmas
precisam ser rompidos.

Entre os obstaculos a serem superados para o controle da LV, estd a caréncia de

alternativas terapéuticas. A droga de primeira escolha para o tratamento de humanos com LV é



19

o Antimoniato de n-Metilglucamina (Glucantime®) e para cdes com LV é a Miltefosina
(Milteforan™), as quais possuem uma alta toxicidade para o hospedeiro e vém apresentado
falhas no tratamento, além de haver relatos de resisténcia do parasito (PONTE-SUCRE et al.,
2017).

Para o sucesso terapéutico da LV, acredita-se que haja uma dependéncia, a0 menos em
parte, das alteracOes na resposta imune do hospedeiro frente ao parasito; neste contexto, 0 uso
de drogas imunomoduladoras que consigam reverter o perfil imunologico do hospedeiro,
estimulando um perfil de resisténcia ao parasito, pode ser importante na complementacéo do
tratamento convencional, ajudando na melhora clinica do paciente (PROVERBIO et al., 2014).
Para se investigar uma resposta imune protetora estimulada por um candidato terapéutico, a
compreensdo dos mecanismos imunologicos nas leishmanioses é essencial, uma vez que esses
parasitos desenvolveram, ao longo da evolucéo, varios mecanismos de evasao para sobreviver
ao sistema imunoldgico do hospedeiro (SUKUMARA; MADUBALA, 2004).

A resposta imune celular do hospedeiro ¢ mediada pelos linfécitos T CD4" que, de
forma simplificada, podem apresentar dois tipos principais de perfis e bastante explorados na
LV: o de resisténcia (Thl) e o de susceptibilidade (Th2). No perfil Th1l ocorre a producéo de
citocinas como Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral (tumor necrosis fator -
TNF) e Interleucina 2 (IL-2), que estdo associados ao controle da infeccdo pela ativacdo dos
macrofagos, producdo de 6xido nitrico (NO — Nitric Oxide) e consequente destruicdo dos
parasitos intracelulares. Por outro lado, o perfil Th2 tem como caracteristica a sintese de
citocinas como Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Tumoral
Beta (tumor growth factor beta - TGF-p), as quais favorecem o surgimento da doenga ¢ seus
sintomas, com inibicdo de NO sintetizado por macrofagos ativados, propiciando assim a
sobrevivéncia dos parasitos (ALEXANDER; BROMACHER, 2012; BHOWMICK,
RAVINDRAN, ALI, 2014; MORENO et al., 2014; RESENDE et al., 2013).

Outros subtipos celulares como as células T reguladoras (Treg) e Th17, também podem
apresentar um papel importante na susceptibilidade e resisténcia contra as leishmanioses
(NYLEN:; GAUTAM, 2010; ZHU et al., 2010). No entanto, apesar de o paradigma Th1/Th2
(resisténcia/susceptibilidade) ser um modelo simplificado, varios estudos tém demonstrado sua
fundamentacdo (COSTA-PEREIRA et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2015; SOLANO-
GALLEGO et al., 2016).

A partir desse conhecimento sobre o perfil imunoldgico, pode-se realizar estudos que
busquem investigar novas moléculas com potencial contra a leishmaniose visceral. Dentre 0s

possiveis candidatos a terapia, estdo 0s compostos sintéticos contendo na sua estrutura quimica
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0s grupamentos farmacoféricos ftalimida e 1,2,3-triazol, os quais vém sendo muito explorados
nos estudos de atividades leishmanicidas, principalmente contra espécies causadoras da LTA.
Além das moléculas de origem sintética, bioativos provenientes de organismos marinhos, como
os dos microrganismos fotossintetizantes, podem ser promissores para 0s estudos de
investigacao terapéutica, uma vez que possuem uma diversidade de metabdlitos que podem
apresentar atividades bioldgicas ainda ndo exploradas (LAURITANO et al., 2016; YAMTHE
etal., 2017).

Deste modo, com uma visdo mais ampla para o controle das leishmanioses, este estudo
objetivou avaliar in vitro o potencial terapéutico para LV de compostos sintéticos ftalimida e
1,2,3-triazol, e extratos bioativos de algumas espécies de microrganismos fotossintetizantes em

células humanas e caninas.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL
2.1 Aspectos gerais sobre as leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias, que possuem 0s
protozoérios (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do género Leishmania como causadores da
doenca. Esses protozoarios podem acometer animais domésticos e silvestres, além dos seres
humanos. Sua transmissdo ocorre de forma vetorial, durante o repasto sanguineo de insetos
flebotomineos (Diptera: Psychodidae), principalmente dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus
(ELMAHALLAWY et al., 2014).

Essa doenca € classificada como negligenciada, estando presente em todos continentes,
exceto na Oceania, sendo o Brasil o Unico pais com alta endemicidade para as duas formas
principais de leishmaniose, visceral (LV) e tegumentar (LT), conforme apresentado na Figura
1 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). Além de fatores socioecondmicos
estarem relacionados com o aumento da prevaléncia das leishmanioses, fatores ambientais
influenciam diretamente a prevaléncia dessa doenca (ORYAN, AKHABARI, 2016). Estudos
ja demonstraram que a destruicdo da cobertura vegetal e as mudancas climaticas, tem deixado
0 inseto vetor mais proximo a populacdo e desta forma, aumentando o nimero de casos da
parasitose  (ORYAN; AKBARI, 2016; READY, 2008; YAZDANPANAH,
ROSTAMIANPUR, 2013).

Figura 1. Mapa das leishmanioses em paises de alta endemicidade: uma atualiza¢do epidemiol6gica com base em
dados relatados em 2014.
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Fonte: Organizagdo Mundial da Saide (2016, tradugdo nossa).
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A LV, também conhecida como calazar, é a mais grave forma clinica das leishmanioses,
podendo levar os hospedeiros (humanos e caninos) a morte se ndo tratados, sendo considerada
a segunda principal causa de mortes por doenca parasitaria, estando atrds apenas da malaria
(DEN BOER et al., 2011). A LV afeta principalmente as populacdes de renda econémica baixa,
sendo endémica em 12 paises da América Latina, tendo como agente etioldgico no continente
americano a espécie Leishmania infantum (syn. L. chagasi) (ALVAR et al., 2012). O Brasil,
além de estar entre os paises mais afetados no mundo, reporta cerca de 95% (57.582) dos casos
humanos registrados na América Latina (Figura 2) (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE, 2019). Por sua vez, a LV canina (LVC) acomete cerca de 2,5 milhdes de cdes em
mais de 70 paises (KASZAK; PLANELLAS; DWORECKA-KASZAK, 2015).

Figura 2. Status de endemicidade da leishmaniose visceral em todo 0 mundo, 2018.
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Fonte: Organizagdo Mundial da Salde (2018, tradugdo nossa).

2.2 Ciclo bioldgico de L. infantum

O parasito apresenta um ciclo biolégico digenético, ou seja, necessitando de dois
hospedeiros, sendo um invertebrado (o flebotomineo) e outro vertebrado. No inseto, o
protozoario esta localizado nas glandulas salivares na forma promastigota (infectante), que
durante o repasto sanguineo da fémea é transmitido para o hospedeiro vertebrado. Logo apos a
entrada do patogeno, as células de defesa do sistema inato (neutrofilos, macrofagos e células
dendriticas) se apresentam para combater o patdgeno, fagocitando o parasito. No entanto, o

tripanossomatideo possui mecanismos que o favorecem intracelularmente, diferenciando-se na
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forma amastigota, o qual se multiplica, rompendo a célula hospedeira e infectando outras
células, continuando a proliferacdo do parasito no hospedeiro. Ocasionalmente, outro
fleb6tomo pode se alimentar do sangue contaminado com o parasito, podendo transmitir para
outro hospedeiro durante um repasto sanguineo posterior, reiniciando o ciclo do patégeno
(Figura 3) (KUMAR; ENGWERDA, 2014; MCGWIRE; SATOTSKAR, 2014).

No contexto da LV, o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) é considerado o principal
reservatorio de importancia epidemioldgica, pois alem de estar préximo ao ser humano, quando
infectado, apresenta uma alta carga de parasitos na pele, favorecendo que o flebotomineo se
contamine durante o repasto sanguineo e continue o ciclo de transmisséo, permitindo a infeccao

de outros animais e/ou humanos (NUNES et al., 2016).

Figura 3. Ciclo biologico de L. infantum.

Células de defesa fagocitam o
parasito, o qual se diferencia em
amastigota intracelularmente

Seres humanos e cies
ficam infectados ao serem
picados pelo flebotomineo

Flebotomineo infecta os seres
humanos e cies com o parasitona -
forma promastigota, ao realizar o

repasto sanguineo

Flebotomineo torna-se infectado
ao se alimentar de sangue
contaminado com os parasitos

Fonte: o autor

Legenda: Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo infecta os hospedeiros vertebrados com o parasito na forma
promastigota. As células de defesa desses hospedeiros vertebrados, fagocitam o parasito, o qual se diferencia,
intracelularmente, nas formas amastigotas. Quando um novo flebotomineo se alimenta do sangue desses
hospedeiros infectados, contamina-se com os parasitos e da continuidade ao ciclo de transmissao.
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2.3 Métodos de diagndstico da LV

Atualmente, o diagndstico da LV € feito a partir de um conjunto de critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. Os exames laboratoriais sdo baseados na detec¢do do
protozoario, de anticorpos anti-Leishmania ou do DNA do parasito; testes parasitolégicos,
soroldgicos e moleculares, respectivamente (ARONSON et al., 2016).

As técnicas soroldgicas como reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de
aglutinacdo direta (DAT) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) sdo ferramentas fundamentais
na determinacdo do diagndstico (ANVERSA et al., 2017). No entanto, o MS brasileiro
recomenda, para o diagnostico de casos humanos, a utilizacdo do teste rapido
imunocromatografico com o antigeno recombinante rk39, o qual possui uma boa sensibilidade
(EJAZI; ALI, 2013). Da mesma forma, para a LVC os testes sorologicos (teste rapido
imunocromatografico TR-DPP® LVC, com a confirmagdo pelo ELISA- Enzyme Linked
ImunoSorbent Assay) sdo ferramentas empregadas pelo MS para determinar a positividade dos
cdes (NOTA TECNIICA CONJUNTA, N° 01/2011). Apesar desses testes soroldgicos no
terem um custo tdo elevado, serem pouco laboriosos e possuirem alta sensibilidade, apresentam
algumas limitacdes, como possibilidade de reatividade cruzada com alguns outros protozoarios,
podem ndo diferenciar animais vacinados e naturalmente infectados, além de apresentarem uma
reducdo na acurécia quando utilizados em individuos imunossuprimidos (FRAGA et al., 2016;
PESSOA-SILVA et al., 2019; ZANETTE et al., 2014).

Superando os obstaculos dos testes imunoldgicos, os testes moleculares possuem uma
alta sensibilidade e especificidade, além de grande possibilidade analitica, especialmente a PCR
quantitativa em tempo real (QPCR). Porém ndo sdo viaveis para as buscas ativas, inquéritos
epidemioldgicos, ou triagem de pacientes, devido ao custo e as necessidades estruturais
(FERREIRA et al., 2013; GONGCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2012;
MOHAMMADIHA et al., 2013). Por sua vez, o exame parasitologico por pesquisa direta €
realizado a partir de laminas de aspirado da pungdo medular e dos linfonodos, sendo
considerado uma técnica padrdo-ouro para LV com especificidade de 100%, porém uma
sensibilidade que varia de acordo com o grau de parasitismo do hospedeiro infectado e da
habilidade do microscopista (MOREIRA et al., 2007; SOUSA et al., 2017).

2.4 Resposta imunologica e manifestagdes clinicas da LV

Ao longo do tempo, o parasito desenvolveu diversos mecanismos para obter sucesso
durante a invasao do sistema imune do hospedeiro, hospedando-se no interior das células de
defesa, conseguindo resistir a resposta protetora (HANDMAN, 2005; SUKUMARAN;
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MADHUBALA, 2004). Um dos mecanismos utilizados por Leishmania sp. é a sintese de
fatores de viruléncia que auxiliam na sobrevivéncia desses parasitos, como por exemplo
glicoconjugados de superficie: a glicoproteina GP63 e o lipofosfoglicano LPG, que junto com
a variedade antigénica, desencadeia uma série de diferentes sinalizacOes e ativacOes celulares
da resposta imune inata e adaptativa (BATTACHARYA; AL, 2013; FREITAS; PINHEIRO,
2010).

A primeira barreira que o sistema imunologico do hospedeiro possui € 0 sistema
complemento, no entanto, devido a presenca do LPG e GP63 na superficie da membrana do
parasito, ocorre a inibicdo da formagdo do complexo litico de membrana, que tem como funcéo
a destruicdo do parasito. Posteriormente, a internalizacdo da forma promastigota é realizada
através da interacdo entre as moléculas C3b e C3bi, que ligam a superficie do parasito a
receptores do macrofago, como o CR3. Através desse receptor, 0 parasito consegue
desempenhar um mecanismo de escape, 0 qual faz com que a producédo de I1L-12 seja inibida
(ANVERSA et al., 2017; DOS-SANTOS et al., 2016).

Ao ser fagocitado, o parasito retarda a formacédo do fagolisossomo, atraves do LPG, o
qual inibe a quelacdo do célcio e também a acdo da proteina kinase C, deste modo, nao sofrendo
a morte pela acidez e por enzimas hidroliticas do endossomo. Assim, o parasito diferencia-se
em amastigota, tornando-se mais resistente as a¢des enzimaticas do macréfago, além de inibir
a producdo de oxido nitrico (NO) e interferir na expressao de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade 11 (MHC-II). Também atua na induc¢édo de prostaglandina E2 (PGE2),
IL-10 e Fator de Crescimento Tumoral beta (tumor growth factor beta - TGF-B), que sdo
moléculas imunossupressoras, e inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(CUNNIGHAM, 2002; LI1U; UZONNA, 2012).

A ativacdo da resposta imune ocorre atraves de receptores de reconhecimento padrdo
(RRPs), como por exemplo os receptores Toll-Like (TLRS) que detectam proteinas moleculares
associadas ao patdgeno (PAMPs), levando a intensificacdo da sinalizagdo celular do sistema
imunologico (FREITAS; PINHEIRO, 2010; KHADEM; UZONNA, 2014). Diversos estudos
mostram que os TLRs contribuem para o reconhecimento de Leishmania sp., por células do
sistema imune, principalmente TLR2, TLR3, TLR4 e TRL9 (FARIA et al., 2011; FLADIN et
al., 2006; MUKHERJEE et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2013).

A resposta imune adaptativa celular é ativada atraves das celulas apresentadoras de
antigenos, como as células dendriticas (CD) e macrofagos, as quais induzem a ativacéo e
diferenciacdo de células T naive CD4", para células T auxiliares (T helper). O inicio da

diferenciacdo das subpopulagdes de células T CD4" dependem também da inducdo de fatores



26

transcricionais especificos, como os reguladores principais. S&o eles: Thet (Tbx21) para Thl,
GATAS3 para Th2, RORc para Thl7 e FOXP3 para Treg (FANG; ZHU, 2017; ZHU, 2010)

(Figura 4), entre outros.

Figura 4. Diferenciacdo de células T naive, em fen6tipos Thl, Th2, Th1l7 e Treg.
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Fonte: o autor (adaptado de FIGUEIREDO; SCHUMACHER, 2016).

Nota: O linfécito T CD4+ naive pode se diferenciar em quatro subtipos celulares: T auxiliar (helper) 1,2 ou 17 e
T regulador. Essa diferenciacdo vai ocorrer com o estimulo de genes reguladores devido a sinalizacéo de diferentes
citocinas. Cada subpopulacdo de células T pode sintetizar diversas citocinas que sinalizam para as demais células
um comando metabdlico especifico. Células Thl e Th17 sdo consideradas do perfil pro-inflamatdrio, pois induzem
a producéo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), e por outro lado, as células Th2 e Treg
sdo pertencentes ao perfil anti-inflamatorio, pois favorecem a inibigdo da produgéo de NO e ROS.

A resposta imune pode ser de um perfil de resisténcia ou de susceptibilidade (Figura 5).
A resposta protetora ocorre através da sintese de 1L-12 por CD, sinalizando para linfocitos T se
diferenciarem em linfécitos Thi, e junto com células Natural Killer (NK), produzam IFN-y. A
sintese de IFN-y juntamente com o Fator de Necrose Tumoral (TNF- tumor necrosis fator), atua
ativando a enzima iNOS (inducible nitric oxide synthase) para a producdo de NO pelo

macrofago, promovendo a morte do parasito intracelularmente e o possivel controle da infecgdo
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(BOGDAN et al., 2000; CARNEIRO et al., 2016; LIEW et al., 1990). A citocina IL-2,
juntamente com IL-12, atua na reestimulacao dessas citocinas responsaveis pela sintese do NO,
proporcionando uma inibicdo da proliferacdo do parasito, e também proporcionam a
diferenciacéo de células T reguladoras (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016).

As vias que induzem a diferenciacdo de células Th2, resultando no perfil de
suscetibilidade, ndo estdo muito bem definidas, embora sabe-se que a sintese de IL-4 contribua
para esse processo (KHANDEM; UZONNA, 2014). As citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e
TGF-B favorecem a proliferagao parasitaria, através da inibi¢ao da producao de IFN-y e TNF,
além de serem responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo das células B, possibilitando uma
maior ativacdo do perfil Th2 (FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013; SRIVASTAVA et al.,
2016).

No entanto, as citocinas IL-10 e TGF- B possuem um papel dicotémico, pois apesar de
serem citocinas envolvidas na imunossupressdo e sobrevivéncia do parasito, também tem
papéis em outros processos na resposta imunoldgica. A IL-10 atua como um regulador do
feedback do processo anti-inflamatorio causado pelo parasito, limitando o dano tecidual
(GUIZANI-TABBANE et al., 2004; MESQUITA et al., 2018; SARAIVA et al., 2010). Por sua
vez, 0 TGF-P atua também na ativagdo da diferenciacdo das subpopulagdes de Th17, juntamente
com IL-1B, TL-6, IL-21 e IL-22, além de estar presente também na ativacdo de células Treg
(GONCALVES-ALBUQUERQUE et al., 2017; ZHU et al., 2010; RODRIGUES et al., 2016).
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Figura 5. Perfil imunol6gico na leishmaniose visceral.
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Fonte: o autor.

Legenda: M: Macréfago; CD: Célula Dendritica; NO: Oxido Nitrico; ROS: espécies reativas de oxigénio.

Nota: A imagem apresenta os tipos celulares (neutréfilo, macréfago e célula dendritica) que fagocitam as formas
promastigotas do parasito do género Leishmania. Ao ser endocitado, o parasito se diferencia na forma amastigota,
comecando a sua multiplicacdo intracelularmente. Em alguns casos, o neutréfilo possui um papel de “cavalo de
troia”, pois pode ser fagocitado pelo macrofago, o qual internaliza também as formas amastigotas que estavam
dentro do neutrdéfilo. A CD, como célula apresentadora de antigeno, sinaliza para o Linfécito T CD4+ naive se
diferenciar em algum subtipo celular. Dependendo da diferenciacdo do Linfdcito T, a resposta imunoldgica pode
tender para um perfil de resisténcia, ocorrendo um aumento de NO e ROS, favorecendo a destrui¢do do parasito,
ou entdo, pode ocorrer um perfil de susceptibilidade, que favorece a multiplicacéo parasitaria, devido a inibi¢do
da producédo de NO e ROS.

A resposta imune humoral promovida pelo perfil Th2, induz a diferenciagéo de células
B em plasmacitos para a producdo exacerbada de imunoglobulinas, favorecendo a formacao de
imunocomplexos, 0s quais se depositardo nos 6rgdos do hospedeiro, além da ativacédo de células
como o mastdcito, o qual sintetiza mediadores inflamatorios, resultando em alteragdes teciduais
e na sintomatologia da LV (FREITAS; NUNES-PINHEIRO; 2013). Os sinais clinicos mais
frequentes em humanos sdo febre, hepatoesplenomegalia, linfonodomegalia, pancitopenia e
caquexia (KARIMI et al., 2015). Em cées, além desses sinais, também é possivel observar
alopecia, onicogrifose e ceratoconjuntivite (RIBEIRO et al., 2018; SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).

Diversos fatores influenciam na resposta imunoldgica contra o parasito, tais como o
estado nutricional e as variagfes genéticas do hospedeiro, além da viruléncia do parasito e 0

meio de transmissdo. Esses fatores vao interferir na carga parasitaria presente no hospedeiro,
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assim como no status clinicos (sintomatico ou assintomatico) (HOSEIN et al., 2017
SRIVASTAVA et al., 2016).

2.5 Métodos de prevencao e controle para LV

Atualmente, como forma de controle da LV, o MS Brasileiro determina que o0s
reservatorios caninos sorologicamente positivos devem ser encaminhados a eutanasia
(BRASIL, 2014). No entanto, estudos ja demonstram gue menos da metade dos cées infectados
tornam-se infecciosos (JANSEN; ROQUE, 2010) e que essa estratégia ndo leva a reducdo dos
casos de LV humana (COSTA, 2011; ROMERO; BOELAERT, 2010; MIRO et al., 2017).
Além disso, proprietarios de animais eutanasiados, adquirem novos cdes, renovando a
populacdo canina, desencadeando implicacdes epidemioldgicas, uma vez que cdes mais jovens
possuem maior susceptibilidade a diferentes doencas (ANDRADE, 2006).

Outra estratégia € a interrup¢do da transmissdo vetorial, impedindo a proliferacdo do
vetor ou a picada através de barreiras fisicas ou quimicas (RIBEIRO et al., 2018). Muitos
inseticidas sdo administrados diretamente no ambiente para reduzir a populacdo vetorial e
alguns sdo utilizados em coleiras com intuito de repelir o flebotomineo (MIRO et al., 2017). A
formulacdo desses inseticidas € baseada em piretrdides semi-sintéticos administrados sozinhos
ou em combinagdes com outras substancias (REGUERA et al., 2016). O uso de colares
impregnados com deltametrina em cées, o qual impede o contato com o flebotomineo, vem
sendo bastante adotado como medida de protecdo (SEVA et al., 2016; WYLIE et al., 2014a).

O desenvolvimento e 0 emprego de imunoprofilaticos (vacinas) que possam prevenir o
desenvolvimento da infeccdo e quebrar o ciclo de transmissdo do parasito, sdo também de
grande importéancia para o controle de uma doenca vetorial (FOROUGHI-PARVAR; HATAM,
2014; JAIN; JAIN, 2015). Varios antigenos vém sendo estudados para o desenvolvimento de
vacinas profilaticas e/ou terapéuticas para a LVC, e algumas vacinas ja foram desenvolvidas e
sdo administradas fora do Brasil, como por exemplo: o antigeno total de L. major, constituido
por parasitos atenuados associado ao Hidréxido de Aluminio; a Letifend®, baseada na proteina
recombinante Q de L. infantum e a CaniLeish®, composta por proteinas excretadas e secretadas
de L. infantum (LIESP) (REGUEIRA et al., 2016; WYLIE et al., 2014b).

Até o0 momento, duas vacinas foram licenciadas no Brasil (Leishmune® e Leishtec®),
mas apenas a Leishtec®, constituida pela proteina recombinante A2 de L. donovani, esta sendo
comercializada, apresentando uma eficacia estatistica vacinal de 71% (JAIN; JAIN, 2015;
LEISHTEC, 2017). Porém, o MS nédo recomenda essa vacina em campanhas de salde publica,

impedindo assim a profilaxia em larga escala como estratégia de controle, uma vez que a
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populagéo canina mais afetada pela LV sdo cées errantes e/ou semi-domiciliados (BRASIL,
2014; CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014). Além disso, o alto custo (em média R$: 130,00

a dose) desta vacina dificulta a aquisicdo pelos proprietarios.

2.6 Terapéutica para LV

O primeiro farmaco utilizado para o tratamento das leishmanioses foi o Tartarato
Emético (tartarato duplo de antiménio e potassio - C4H407Sb) desenvolvido por Gaspar Vianna,
e que posteriormente, devido a sua toxicidade, foi substituido pelo antimonial pentavalente
(SbY) (MATRANGOLO, 2013; VIANNA, 1912). Em diversos paises, 0s antimoniais
pentavalentes sdo a droga de primeira escolha, sendo estibogluconato sédico (Pentostam®)
administrado em paises de lingua inglesa, e o Antimoniato de n-Metilglucamina
(Glucantime®), utilizado em paises de lingua latina, como o Brasil (RATH et al., 2003;
ROBERTS et al., 1998).

Os ShY sdo pro-farmacos que sofrem uma biotransformacgdo para a forma trivalente
(Sb'"" tornando-se ativos contra o parasito, inibindo a sintese proteica e do material genético,
além de alterar o metabolismo energético (BERMAN et al., 1985; OUTLLETTE et al., 2004;
WYLLIE et al., 2004). No entanto, essa droga possui diversos efeitos colaterais, como mialgia,
artralgia, distdrbios gastrointestinais, cefaleia, anorexia e reacdes cutaneas, além de alteracbes
renais, cardiorrespiratérias, pancreaticas e hepaticas (OLIVEIRA et al., 2011; SALDANHA et
al., 2000). Com o passar do tempo, o0 parasito vem demonstrando mecanismos de resisténcia
contra 0 SbY, ja tendo se tornado obsoleto na India, porém ainda utilizado no Brasil para o
tratamento das leishmanioses em humanos (CROFT et al., 2006; HEFNAWY et al., 2017;
SUNDAR, 2001).

Uma alternativa terapéutica para substituir o uso dos antimoniais ¢ a formulacédo
lipossomal de anfotericina B (AmBisome®), um poderoso antifungico, o qual atua na
desestabilizacdo da carga i6nica da membrana plasmatica de Leishmania, alterando sua
permeabilidade e levando o parasito a morte (RAMOS et al., 1996). Apesar de apresentar maior
eficacia no tratamento da LV, o grande problema do uso da AmBisome® ¢é o seu alto custo,
associado com alguns efeitos colaterais, principalmente nefrotoxicidade, além de ndo ter
apresentado ainda uma comprovacdo da cura parasitologica (NOLI, AUXILIA, 2005;
REGUERA et al., 2016; SOLOMON et al., 2007).

Uma droga que € bastante utilizada pelos veterinarios, tanto de forma isolada como
também associada a outras drogas, é o Alopurinol, o qual inibe a sintese proteica de Leishmania,

diminuindo a carga parasitaria, e € pouco toxico para o hospedeiro (NELSON et al., 1979;
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TORRES et al., 2011; YANSUR-LANDAU et al., 2017). Também vem sendo bastante
utilizado como imunomodulador o Domperidona (Leisguard®), uma droga que é utilizada fora
do Brasil como uma medicacdo curativa e preventiva para a LVC, promovendo o estimulo e a
ativacdo da resposta imune Thl, além de conseguir reduzir os sinais clinicos dos animais
(GOMEZ-OCHOA et al., 2012; PASSOS et al., 2014; SABATE et al., 2014).

No Brasil, ndo é permitido o tratamento de cdes com drogas que sdo utilizadas para
humanos (Portaria Intermisterial 1.426, de 11 de julho de 2008), existindo apenas um unico
medicamento disponivel para o uso em cdes com LV, aprovado pelo Ministério de Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e pelo MS (Nota técnica N° 11/ 2016/ CPV/ DFIP/ SDA/
GM/ MAPA) para comercializagdo no Brasil: o Milteforan™ (Virbac do Brasil IndUstria e
Comércio Ltda), que tem como principio ativo a miltefosina. A droga possui um efeito
leishmanicida, e apesar de 0 mecanismo de acdo ainda nao estar totalmente elucidado, acredita-
se que esteja baseado na inibicdo da proteina quinase B, a qual desempenha papel fundamental
em diversos processos celulares (REGUERA et al., 2016; VERMA; DEY, 2004).

A miltefosina é capaz de promover uma melhora clinica no animal através do aumento
da resposta pro-inflamatéria Thl, com estimulo da sintese de IFN-y e IL-2. Porém, ndo é capaz
de promover cura parasitolégica (DUJARDIN; DECUYPERE, 2013; REGUERA et al., 2016;
WOERLY et al., 2009). Alguns estudos ja demonstram a falha do tratamento da miltefosina
contra L. infantum (OSTYN et al., 2014; PROVERBIO et al., 2014; SRIVSTAVA et al., 2017).
Além disso, trata-se de uma droga bastante onerosa (em média R$: 1.400,00 o frasco com 90

mL.), impossibilitando sua utilizacdo em larga escala.

2.8 Novos candidatos terapéuticos

A leishmaniose é considerada multifacetada, ou seja, as respostas aos tratamentos
variam de acordo com diversos fatores como a espécie do parasito, a imunidade do hospedeiro
e a presenca de coinfeccdes, tornando dificil o combate a doenca. Apesar dos avangos na area
da saude, os tratamentos atuais permanecem toxicos, longos e onerosos, ficando fora do
contexto de vida da populacédo afetada (INICIATIVA MEDICAMENTOS PARA DOENCAS
NEGLIGENCIADAS, 2019).

Deste modo, o desenvolvimento de um novo farmaco que seja efetivo ou que faca
associagdo com farmacos existentes é altamente importante. E indispensavel que o novo
composto possua alta seletividade para o parasito, ou seja, um indice de seletividade maior que
10,0 (SHARIFI et al., 2018; WENIGER et al., 2001), e que seu mecanismo de agédo seja

definido. Assim, para direcionar a sintese dos compostos, é necessario que a caracterizagao
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esteja bem determinada, como pardmetros estereoquimicos e fisicoquimicos, além da relacdo
entre a estrutura do composto e a sua atividade bioldgica (CONCEICAO-SILVA; ALVES,
2014).

2.8.1 Compostos sintéticos

Atraveés dos avancos dos estudos quimicos e farmacoldgicos, tém-se obtido resultados
promissores de novas drogas para o tratamento de doengas infecciosas. A sintese orientada pela
diversidade estrutural quimica vém sendo uma das melhores estratégias para a triagem de
compostos candidatos a terapia (SANGI, 2016).

Nesse contexto, destacam-se os derivados de imidas ciclicas e az6is, como importantes
compostos obtidos através de sintese organica e com ampla variedade de atividades bioldgicas
investigadas (ALANAZI et al., 2015). Dentre as imidas ciclicas, estudos com compostos
contendo o grupamento ftalimidico vém apresentando atividades anti-inflamatorias,
imunomoduladoras e leishmanicida (LIMA et al., 2002; SANTOS, 2015).

J& entre os azlis, grupamentos tiazolicos tém apresentado diversas atividades
bioldgicas, dentre elas, um potencial efeito antiparasitario (AYATI et al., 2015; SANTIAGO et
al., 2014). Além dos tiazois, derivados triazélicos também vém apresentando promissores
resultados, inclusive atividade leishmanicida (GAZOLLA, 2015; RODRIGUES, 2015).

A combinacdo de compostos que possuem na sua estrutura quimica as classes ftalimida
e tiazol tem proporcionado a inibigdo de tripanosomatideos (ALIANCA et al., 2017; GOMES
et al., 2016), assim como compostos contendo o0s grupamentos ftalimidicos e triazolicos
(HOLANDA, 2018). Assim, esses trabalhos mostram a eficacia dos derivados ftalimidicos

ligados a grupos nitrogenados sobre espécies de Leishmania sp.

2.8.2 Compostos naturais

Ao longo da historia, produtos naturais foram e sdo fontes de novos compostos para
tratar as mais diversas doencas, devido a sua diversidade de metabolitos (DIAS; URBAN;
ROESSNER., 2012; WATERS et al., 2010). Apesar de intensos estudos de produtos naturais,
acredita-se que apenas menos de 10% da biodiversidade vegetal foi investigada quanto ao seu
potencial bioldgico, além dos metabdlitos de bactérias, protozoarios e fungos que ainda séo
pouco explorados (CRAGG; NEWMAN, 2013). Diversos estudos com produtos naturais,
frequentemente plantas e fungos, relatam atividades biolégicas antiparasitarias (NEWMAN;
CRAGG, 2016), incluindo contra leishmaniose (BAXARIAS et al., 2019; TOGHUEO, 2019).

Além dos seres vivos terrestres, 0 ecossistema marinho demonstra ser uma grande fonte

de organismos potencialmente candidatos a compostos terapéuticos (HAEFNER, 2003;
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KANG; SEO; PARK, 2015). Desse modo, nos ultimos anos, estudos com fitobentos e
fitoplanctons tém se tornado de grande interesse, apresentando atividades antitumorais, anti-
inflamatdrias, antifangicas, antivirais e imunomodulatérias (ANAND et al., 2016; BLUNT et
al., 2018; MAYER et al., 2013; TORRES et al., 2014), além de atividades leishmanicidas
(FELICIO et al., 2010; RANGEL et al., 2019; SOARES et al., 2016; SOUSA et al., 2017).

O grupo dos fitoplanctons é caracterizado por serem microrganismos presentes nos
habitats de agua dulcicola e marinha, possuindo importancia na produtividade primaria desses
ecossistemas por estarem presentes na base da cadeia trofica (CARDOZO et al., 2007;
YAMTHE et al., 2017). Dentro do fitoplancton encontram-se 0S microrganismos
fotossintetizantes, como as cianobactérias (Cyanobacteria) e as microalgas, sendo estas
classificadas principalmente em: clorofitas (Chlorophyta), diatomaceas (Bacillariophyta),
dinoflagelados (Dinophyta) e euglenoficeas (Euglenophyta) (RAVEN, 2014).

Esses microrganismos vém se tornando um amplo objeto de estudo na area da
biotecnologia e sdo bastante produzidos para complementar dietas alimentares, tanto para
humanos, quanto para animais (DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006). Como
resultado da adaptacdo e sobrevivéncia em variados habitats ao longo da evolucdo, os
microrganismos fotossintetizantes tém a capacidade de sintetizar inimeros complexos
metabdlitos, tais como: proteinas, lipidios, carotenoides, polissacarideos, vitaminas, e entre
diversos outros. Essas moléculas vém atraindo pesquisadores a estudarem novas substancias
para 0 emprego em industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas (CALDWELL, 2009; SINGH et
al., 2005; SUGANYA et al., 2016).

Alguns estudos ja demonstraram que as cianobactérias e as microalgas apresentam
diversas atividades bioldgicas, dentre elas: anti-inflamatorias, antioxidantes, antitumorais,
antibacterianas, antifingicas, imunossupressoras e antiparasitarias (AMARO; GUEDES;
MALCATA, 2011; GAMAL, 2010; LAURITANO et al., 2016). No entanto, poucas espécies
desses microrganismos fotossintetizantes foram exploradas para os fins terapéuticos, havendo
pouco conhecimento sobre as atividades bioldgicas de diferentes espécies (LAURITANO et al.,
2016; YAMTHE et al., 2017), sendo necessario mais estudos que avaliem a capacidade desses

microrganismos em se tornarem potenciais alvos terapéuticos.
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3 JUSTIFICATIVA

Devido ao baixo nimero de drogas disponiveis para o tratamento da LV, demonstrando
qudo negligenciada é essa doenca, faz-se necessario constantes estudos para o desenvolvimento
de novos compostos com potencial terapéutico, sem ou com poucos efeitos colaterais e que ndo
induzam facilmente a resisténcia, aumentando o arsenal terapéutico contra as leishmanioses
(CONCEIC}AO-SILVA; ALVES, 2014; HEFNAWY et al., 2017).

A estratégia mais eficiente para o desenvolvimento de novos farmacos é realizar um
planejamento racional que se baseie no mecanismo de acdo do composto e sua estrutura, seja
de origem sintética ou natural. Porém, estudos de novos medicamentos para as leishmanioses
possuem falta de padronizag&o experimental (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014).

No contexto da busca por novos compostos para o tratamento das leishmanioses, foi
investigado o potencial leishmanicida de um novo hibrido derivado de ftalimida e triazol, o 4-
(fenil)-1-(4 ftalimidobutill)-1,2,3-triazol (PT4), obtido pelo método de click chemistry.
Resultados iniciais ja obtidos pela equipe da Dra. Vera Lucia (UFPE), Dra. Regina Bressan
(FIOCRUZ-PE) e Dr. Ronaldo Nascimento (UFRPE) mostram que 0 composto PT4, apresentou
inibicdo das formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, € em
ambos os casos, manteve a toxicidade seletiva aos parasitos, sendo favoraveis a realizacdo de
estudos mais aprofundados e investigagdo dos mecanismos envolvidos.

Alvos terapéuticos de origem natural também vém sendo investigados, dentre eles, 0s
microrganismos fotossintetizantes, pois apresentam uma ampla diversidade quimica e
metabolica, e dessa forma, podem ser considerados fontes de substancias bioativas que podem
ser utilizadas no tratamento de véarias doencas. Algumas espécies desses microrganismos ja
foram observadas com atividade leishmanicida (FREILE-PELEGRIN et al., 2008; TEMPONE;
MARTINS-DE-OLIVEIRA; BERLINK, 2011; YAMTHE et al., 2017), além de um potencial
imunomodulador, estimulando um aumento da atividade de células NK e macréfagos, além de
aumentar a sintese de citocinas do perfil Th1 (KWAK et al., 2012).

As microalgas e cianobactérias possuem varias vantagens em comparacao aos demais
microrganismos na producdo de bioativos de interesse industrial devido aos seus requisitos
nutricionais minimos, reduzindo o custo de producgéo. Para cada diferentes condicGes de cultivo,
0S mesmos microrganismos podem sintetizar diferentes metabdlitos bioativos, podendo ser
amplamente explorados (BODE et al., 2002; MATOS et al., 2018). Estudos com extratos de

Chlorophytas vém demonstrando a capacidade anti-inflamatéria e antiparasitaria, podendo
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também serem considerados candidatos ao desenvolvimento de formulagdes terapéuticas para
aLV (LAURITANO et al., 2016; MELO et al., 2019; PEREIRA et al., 2015).

O desenvolvimento de um tratamento, que ndo atue diretamente no parasito, mas sim
module a resposta do sistema imunologico do hospedeiro, pode ser também uma alternativa
para 0 combate a doencga. Portanto, novos protocolos terapéuticos devem ser adotados visando
melhorar a resposta imune do paciente para um perfil de resisténcia, com reducdo da carga
parasitaria e, deste modo, podendo interferir na dinamica da transmissdao da doenca
(GONGALVES et al., 2019; SINGH; SUNDAR, 2014).
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Compostos sintéticos ftalimidicos-triazdlicos e/ou extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes possuem atividade leishmanicida/leishmanioestatico e imunomodulatéria em

células obtidas de cdes e humanos com leishmaniose visceral?

5 HIPOTESE

Os compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos e o0s extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes possuem atividade leishmanicida/leishmanioestatico e

imunomodulatoria protetora sobre células de cdes e humanos com leishmaniose visceral.
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6 OBJETIVO

6.1 Geral
Avaliar compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos e extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes quanto ao seu potencial leishmanicida e imunomodulador

para leishmaniose visceral.

6.2 Especificos

a) determinar o indice de seletividade para o parasito em comparacdo com células de cées e
humanos dos compostos sintéticos ftalimidico-triazdlicos e extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes;

b) analisar o perfil de resposta imune estimulada por compostos sintéticos ftalimidico-
triazdlicos e extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes em PBMC humano;

¢) correlacionar a produco do fator leishmanicida (Oxido Nitrico) com a sintese de citocinas
dos perfis de resposta imune celular;

d) comparar as respostas obtidas pelos compostos sintéticos ftalimidico-triazolicos e pelos

extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes analisadas com as drogas de referéncia.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Obtenc¢do dos compostos sintéticos e extratos naturais

7.1.1 Descricdo e obtencdo dos compostos quimicos sintéticos

Novos compostos quimicos contendo os grupos farmacoforicos ftalimida e 1,2,3-trizol
foram cedidos pela equipe da Dra. Vera Lucia de Menezes Lima (UFPE), do Dr. Ronaldo
Nascimento de Oliveira (UFRPE) e da Dra. Regina Célia Bressan Queiroz de Figueiredo
(IAM/FIOCRUZ). Esses compostos foram sintetizados a partir da técnica de Click Chemistry.

Suas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6. Estrutura quimica dos compostos ftalimidicos-triazolicos RN1, RN2 e RN3.
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Fonte: o autor.
Legenda: PM = Peso Molecular.
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7.1.2 Extracdo de metabdlitos bioativos de microrganismos fotossintetizantes

Foram cultivados quatro microrganismos fotossintetizantes (MFs), nos quais trés foram
selecionados a partir da colecdo de cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010): a
cianobactéria Arthrospira platensis (Utex, 1926), além das clorofitas Chlorella vulgaris (Utex,
1803) e Dunaliella tertiolecta (Utex, 1644). O outro MF cultivado foi também do Filo
Chlorophtya, o qual foi isolado do acude de Apipucos- Recife- PE, Tetrademus obliquus
(SISGEN A5F5402).

Os cultivos das clorofitas foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume de
cultivo de 400 mL de seus respectivos meios de cultura, com uma concentragéo celular inicial
de 50 mg/mL, a uma temperatura de aproximadamente 28 °C e iluminancia de 24 umol fétons
m2 s, Paraa cianobactéria os cultivos foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume
de cultivo de 200 mL em mesa agitadora, com uma concentracao celular inicial de 50 mg/mL,
temperatura de aproximadamente 28°C e iluminancia de 24 umol fotons m2 s,

Apos a finalizagdo do cultivo, a biomassa foi liofilizada, ressuspendida em um tamp&o
de Tris HCI 0,1M e entéo as células foram lisadas pelo método de sonicagédo (20 pulsos de 60
segundos, com intervalos de 60 segundos). Logo apos a obtencéo dos sobrenadantes do extrato,
foi realizada a determinacdo da concentracdo proteica, sendo realizada a dosagem pelo kit BCA
(BCA™ Protein Assay Kit, Thermo-Scientific). Os extratos obtidos foram submetidos a

filtracdo em filtro de 0,22uM, os quais foram utilizados para a avalia¢do da atividade bioldgica.

7.2 Cultivo de L. infantum

Formas promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR/1972/BH46) foram expandidas
em cultura em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) de pH 7,2 contendo 10% de soro bovino fetal
(SBF) e 1% de antibiotico (penicilina 200U/mL). Os repiques foram realizados entre o terceiro
e quarto dia de cultivo, e incubados em uma estufa de demanda bioquimica de oxigénio
(B.O.D.) até a fase de crescimento exponencial, para serem utilizados nos ensaios de efeito
leishmanicida/leishmanioestatico.

Para a obtencdo das fragcBes antigénicas, a massa parasitaria foi submetida a trés
lavagens com salina tamponada (PBS — pH 7,2) através de centrifugagdes a 1000 x g, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi removido e armazenado a -20°C. O pellet resultante foi
ressuspendido utilizando 1mL de PBS, para cada 1x10° parasitos. Em seguida, acrescentou-se
o0 inibidor de proteases PMSF (Phenylmethyl-Sulfony Floride) (10mg/mL) para cada 1mL da
solucdo. Posteriormente, as células foram submetidas a rapidos congelamentos (-197°C) no

Nitrogénio Liquido, seguidos de descongelamento (40°C) em Banho-Maria. Logo depois, a



40

suspensdo celular foi submetida ao processo de ultrassonicacéo (60 segundos/ 40W), por trés
vezes, sendo centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4°C.

O sobrenadante resultante foi a fracdo antigénica solavel (L. infantum soluble antigen:
LSA). As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), e a fracdo estocada a

-80°C. O LSA foi utilizado nos ensaios de cultura celular.

7.3 Coleta de material bioldgico

Ap0s antissepsia com algoddo embebido em alcool etilico 70%, com auxilio de agulhas
25x0,7 mm, foram coletados de dois a quatro mL de sangue total de humanos e caes
(APENDICE A), acondicionados em tubos de coleta a vacuo com anticoagulante EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid) (Vacutainer®), para o diagnéstico por g°PCR da LV e LT,
como descrito no item 7.4. Para a avaliacdo da resposta imune e realizacdo das culturas de
células, foram coletados 20 mL de sangue divididos em 2 tubos Vacutainer® com
anticoagulante heparina (2 x 10 mL).

7.4 Diagnostico para LV

- Exame molecular: para extracio de DNA foi utilizado o QlAamp® DNA Minikit (QIAGEN®),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para a detec¢do de L. (L.) infantum, foi realizada uma
gPCR usando o sistema LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009), além da utilizacdo do
sistema KDNAL (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013) para exclusdo de casos de Leishmaniose

Tegumentar Americana.

7.5 Obtencdo de PBMC e cultivo celular

Ao sangue heparinizado foi adicionado PBS (pH 7,2) na proporc¢éo de 1:1. Essa mistura
foi adicionada ao Ficoll-hypaque na propor¢cdo de 1:3 para obtencdo do anel de Células
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cells) apés
centrifugagdo a 900 x g por 30 minutos sem freio. As células foram lavadas duas vezes por
centrifugacgdo (400g por 15 minutos) em PBS, sendo posteriormente ressuspendidas em 1mL
de meio RPMI 1640 suplementado com SBF a 10% e 1% de penicilina/estreptomicina (200
U/mL). As células foram contadas em camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan,
um corante de viabilidade celular medido pela integridade da membrana celular. O valor obtido
de células foi ajustado para a concentracdo de 1x10° células/mL através da adicdo de meio

RPMI 1640 suplementado com SBF a 10%, para a utilizacdo nos ensaios.



41

7.6 Determinagcéo do Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) foi calculado através da razdo entre a concentragdo
citotoxica 50% (CCsp) e a concentracao inibitoria de 50% (ICso — inhibitory concentration). A
determinacdo da CCsp foi feita a partir de experimentos realizados com células humanas e
caninas (item 7.6.1), por sua vez a ICso foi determinada em células promastigotas de L.infantum
(item 7.6.2). Todas as células foram tratadas com os compostos ftalimidicos-triazélicos, os
extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e drogas de referéncia.

Como drogas de referéncias, foram utilizados Glucantime® (Antimoniato de n-
Metilglucamina - Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.), e Milteforan™ (Miltefosina - Virbac do
Brasil Industria e Comércio Ltda.), por meio do principio ativo sintetizado e adquirido
comercialmente. Os parametros adotados para determinar se 0s compostos sintéticos e 0s
extratos naturais eram promissores e consequentemente seguirem com as analises: 1) apresentar
baixa toxicidade para as células dos hospedeiros e alta toxicidade para o parasito; 2) apresentar
desempenho melhor quando comparado com as drogas de referéncia, sendo ideal aqueles que
apresentassem IS superior a 10 (SHARIFI et al., 2018; WENIGER et al., 2001).

7.6.1 Viabilidade celular
PBMC de humanos e cdes saudaveis foram cultivados em placas de 96 pocos e tratados

com 0s compostos sintéticos e 0s extratos naturais para a realizacdo dos ensaios de avaliacao
da concentragdo citotoxica de 50% (CCso). O tratamento das células foi realizado em triplicata
para cada estimulo, incubando por 24 horas, contendo 1x10° células/mL em 200uL, (BASAK
et al., 2017). Apds o tempo de cultivo, foi realizada uma centrifugacdo a 2500 x g durante 5
minutos, sendo descartado o sobrenadante e adicionado o0 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide) na concentracdo de 1 mg/mL, solubilizado em meio RPMI
1640 sem vermelho de fenol, deixando incubado na estufa a 37°C durante 3 horas. Nas células
viaveis, 0 MTT passa por um processo de reducdo de sais de tetrazélio pela enzima Succinato
desidrogenase, formando cristais de Formazan, que posteriormente foram solubilizados com
DMSO (Dimetilsulfoxido) e entdo a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 540nm
(MOSMANN, 1983).

Para determinagéo da CCso de PBMC humano e canino, 0s extratos naturais assim como
as drogas de referéncia foram diluidos em meio RPMI 1640 e utilizadas as concentracdes de
62,5 a 1000ug/mL para realizar os tratamentos (CORREIA et al., 2016; SHEELA-DEVI,
JOSEPH; BHUVANESHWARI, 2018). J& para 0s compostos sintéticos, devido a problemas
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de saturacdo ao realizar a diluicdo em meio RPMI 1640, foram testadas as concentracdes de 25
a 400pg/mL.

7.6.2 Efeito leishmanicida/leishmaoestatico

Células de L. infantum na forma promastigota foram cultivadas para a avaliacdo da
concentracdo inibitoria de 50% (ICso — inhibitory concentration) dos compostos sintéticos e dos
extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. Para compostos sintéticos foram
utilizadas as concentracdes de 6,25 a 100ug/mL (ALIANCA, 2016). Para os extratos naturais
utilizou-se concentraces proteicas de 15,63 a 500ug/mL (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI
etal., 2017). Para o Antimoniato de N-metilglucamina e a Miltefosina, a curva de concentragéo
foi de 15,63 a 250ug/mL e 0,1 a 4ug/mL, respectivamente (MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008;
2011).

O tratamento das células foi realizado em triplicata para cada estimulo, incubando por
48 horas numa placa de 96 pogos, contendo 1x10° células/mL (KHADEMVATAN et al., 2017).
Apdbs o tempo de cultivo, as células foram contadas e avaliadas quanto a sua morfologia em
microscopio Optico. Para a contagem das células de L. infantum foi levada em consideracéo

aquelas que apresentam motilidade a microscopia optica a 400x.

7.7 Analise de resposta imune

Uma amostragem de conveniéncia (REIS, 2003) foi adotada, sendo coletado o sangue
de seis individuos humanos saudaveis (VIANA et al., 2018). Portanto, individuos humanos sem
sinais clinicos, que ndo receberam transfusdo sanguinea e que foram negativos nos testes
moleculares realizados para as leishmanioses, foram enquadrados na pesquisa.

As culturas de PBMC foram realizadas em placas de 48 pocos de poliestireno, contendo
5x10° células/pogo, foram estimuladas com o mitégeno Fitohemaglutinina (PHA) (10 pg/mL)
(controle positivo do cultivo), o antigeno soltvel de L. infantum (LSA) (25 ug/mL),
Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina; o composto ftalimidico-triazolico e os extratos
naturais. As concentracfes das drogas de referéncia, compostos sintéticos e extratos naturais
utilizadas foram os valores da CCso; %2 da CCso; ¥ da CCso € da 1Cso. Pogos contendo células
sem estimulo serviram como o controle negativo.

As células foram tratadas e incubadas por 48 horas em estufa com 5% de CO; e
temperatura de 37°C. Apds o tempo de cultivo, foi realizada uma centrifugacdo de 1.800 x g
por 10 minutos, 300uL dos sobrenadantes foram coletados e estocados a -20°C para a dosagem
de citocinas e Oxido nitrico. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de PBS para remocéao da
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suspensdo celular, a qual foi centrifugada a 300 x g por 5 minutos a 4°C. O pellet resultante foi
ressuspendido em 750uL de TRIzol®(Invitrogen) e estocado a -80°C para posterior extracdo do
RNA.

7.7.1 Avaliacdo da producdo de citocinas

A partir dos sobrenadantes de culturas de PBMC humano foi realizada a dosagem da
secrecdo de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) utilizando o kit BD™ CBA Human
Th1/Th2 Cytokine (Becton Dickinson). Inicialmente, uma curva padrdo foi preparada com
diluigdo até 1:256. As beads de captura foram misturadas e adicionadas nos tubos de ensaio,
sendo posteriormente colocada cada amostra, e depois o reagente de deteccdo em todos 0s
tubos, sendo incubado durante trés horas a temperatura ambiente, protegido de luz.

Logo apos a incubacao, foi realizado um processo de lavagem com tampdo de lavagem,
sendo descartado, cuidadosamente, o sobrenadante, e por fim realizada a ressuspenséo do pellet
de beads em 300pL de tampéo. A aquisi¢édo de 1800 eventos foi realizada no citbmetro de fluxo
FACS Calibur (Becton Dickinson), presente no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas da
FIOCRUZ-PE, conforme as instrucdes do fabricante. Os resultados foram analisados utilizando
o software FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson), e expressos pela subtracdo obtida entre as

culturas com tratamento e o controle negatvo (células sem estimulo).

7.7.2 Avaliacdo da producéo de Oxido Nitrico

A quantificacdo dos niveis de NO foi realizada indiretamente pela medicao do nitrito
nos sobrenadantes das culturas, pela reagdo de Griess, de acordo com Resende et al. (2013). Os
estimulos (LSA, Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina; composto ftalimidico-

triazdlico e os extratos naturais) foram comparados ao controle negativo (PBMC sem estimulo).

7.7.3 Avaliacdo da expressdo de RNA mensageiro

Foi realizada a avaliagdo da expressao relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos fatores
transcricionais especificos (T-bet; GATA3; RORc e FOXP3), a partir do cultivo de PBMC

humano saudavel.

Extracdo de RNA por TRIzol®

Ao descongelar as células estocadas, foi adicionado 200uL de cloroférmio, apds 15

minutos & temperatura ambiente e foram centrifugadas a 10.840 x g a 4°C por 15 minutos. A

fase aquosa resultante foi transferida para novo tubo e feita a adicdo de Alcool Isopropilico
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(Isopropanol), na mesma quantidade, incubando por 10 minutos a -20°C, e realizando uma
centrifugacdo novamente. Em seguida, foi removido o sobrenadante, adicionando 1mL de
Etanol a 75%, centrifugando a 3.670 x g a 4°C por 5 minutos. Posteriormente, foi descartado o
sobrenadante, deixando o tubo secar totalmente, e ao final foi ressuspendido o RNA em 30uL
de agua contendo Diethylpyrocarbonate (DEPC) na concentracdo de 0,2%, realizando a
dosagem da concentracdo de mMRNA em espectrofotdmetro e armazenando a -80°C.

Transcricdo reversa para cDNA

Apls a obtencdo do mRNA, foi realizada uma transcricdo reversa para DNA
complementar (cCDNA) através do kit comercial TagMan Reverse Transcription Reagentes
(Applied Biosystems), o qual contém a enzima Multiscribe reverse transcriptase (50U/uL),
inibidor de RNAse (20 U/uL), mix de dNTPs (1L0mM), primers randémicos (50uM), tampéo
de reacdo (10X RT Buffer) e solucdo de cloreto de magnésio (MgClz — 25mM). As condicdes
de ciclagem utilizadas seguiram as instrucées do fabricante (25°C por 10 minutos; 37°C por 30
minutos; 95°C por 5 minutos; 4°C até retirar). Apos a dosagem da concentracdo das amostras

em espectrofotdmetro, foi realizada a RT-PCR.

Quantificacdo da expressdo génica por gPCR

A partir do cDNA foi realizada uma gPCR em tempo real (Sistema TagMan®) através
do sistema de deteccdo de sequéncias QuantStudio 5 e usando o kit TagMan® Gene Expression
PCR Master Mix (Applied Biosystems) para as 0s genes reguladores principais T-bet/Tbx21
(ID: Hs00894392_m1), GATA3 (ID: Hs00231122_m1), RORc (ID: Hs01076112_m1) e
FOXP3 (ID: Hs01085834_m1). Como controle enddgeno da reacdo sera utilizado o GAPDH
(ID: Hs02786624_g1).

A expressdo relativa (Relative quantitation - RQ) do mRNA foi calculada apés
normalizacdo das amostras com o controle enddgeno; pelo método do Ct (Cycle threshold)
comparativo (AACt). Este método consiste na subtragdo do ACt (variacdo entre a média do Ct
do gene de interesse pelo Ct do controle enddgeno) do estimulo pelo ACt do calibrador, a ser
definido de acordo com a analise a ser realizada. Todas as amostras foram analisadas em

duplicata e expressas como a média + desvio-padréo.

7.8 Andlise dos dados
Para determinar o valor da CCso e 1Cso foram realizados os calculos de sobrevivéncia

(concentracdo de tratamento — controle sem tratamento) e inibicdo (100 — valor da
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sobrevivéncia). A partir do valor de inibicéo, foi realizada uma analise de Regressao por Probit,
através do software IBM SPSS Statistic 25, no qual selecionou a concentracao que inibiu de
50% da populacéo celular, tanto células dos hospedeiros humanos e caninos como células de L.
infantum.

Foram realizadas também andlises comparativas por técnicas de estatistica descritiva
por meio de distribuigdes absolutas e percentuais. Foi empregado o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, e de acordo com a andlise, foi realizado o teste T de Student
(paramétrico) ou teste de Mann-Whitney (ndo-paramétrico), para comparacdes entre duas
categorias; ou a analise de variancia ANOVA One-way com Pos Teste de Tukey (paramétrico)
ou Kruskal-Wallis com Pos-Teste de Dunns (ndo-paramétrico), para comparagao entre mais de
duas categorias.

Analises de correlacdo também foram realizadas através do teste de Pearson
(paramétrico) e teste de Spearman (ndo-paramétrico) (MUKAKA, 2012). Todos os testes foram
realizados com auxilio do programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc. 2007, San

Diego, CA, USA), sendo considerados significativos quando p < 0,05.
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8 CONSIDERACOES ETICAS

Antes dos procedimentos de coleta do material bioldgico em cées, os proprietarios dos
animais foram convidados a participar da pesquisa e a assinar um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE B), autorizando a utilizacio do material coletado para
fins cientificos. Para a captacdo dos animais, este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
para Uso Animal (CEUA) do IAM/FIOCRUZ-PE sob o parecer n° 138/2018 (ANEXO A).

Individuos humanos inclusos no estudo foram convidados a participar e assinar um
TCLE (APENDICE C), autorizando a utilizacdo do material coletado para fins cientificos. Este
estudo esta inserido no projeto “Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias
de controle para as leishmanioses.” que possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP-IAM): parecer 4.077.060 (FIOCRUZ/PE), conforme parecer em anexo (ANEXO B).
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9 RESULTADOS

9.1 Determinagcéo do Indice de seletividade

9.1.1 Compostos sintéticos

Foram obtidos 50 mg dos compostos ftalimidicos-triazolicos RN1, RN2 e RN3 na forma
liofilizada, sendo solubilizados em DMSO e diluidos no meio de cultura. Dentre as
concentragOes avaliadas, foi possivel observar que para as células de cées, 0s compostos ndo
apresentaram citotoxicidade (Figura 7), ndo havendo diferencas estatisticas significativas entre
0 controle negativo e a maior concentracdo dos compostos. Ao tentar aumentar a concentragdo
dos compostos, ocorreu a saturacdo dos mesmos, dessa forma, ndo sendo possivel determinar a
CCsxo e podendo considerar o valor superior a 400pug/mL.

J& para as células de humanos, embora tenha ocorrido a extrapolagdo dos valores na
curva, foi possivel determinar a CCsg pelo software, observando-se uma diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre a concentracdo de 400ug/mL e as demais concentragcGes com 0
tratamento da RN2 e RN3, e entre a concentracdo de 400pug/mL e as concentracGes de 25 e 50

pg/mL. Os valores do IS, bem como os de ICso e CCsp, estdo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade leishmanicida (ICsp) em promastigotas e efeito citotoxico (CCsg) em células humanas e
caninas tratadas com 0s compostos sintéticos ftalimidicos-triazélicos.

1Cso CCso IS
Compostos L.infantum PBMC Canino PBMC Humano Cio  Humano
pug/mL uM pg/mL UM pg/mL UM
RN1 38,6 122,8 >400 >1.272,7 499,6  1.589,6 ND 12,9
RN2 41,6 126,7 >400 >1.218,3 5594 1.703,8 ND 13,5
RN3 93,8 327,6 >400  >1.397,2 560,0 1.956,1 ND 6,0

Fonte: o autor.
Legenda: ND: ndo determinado. IS: indice de seletividade. PBMC: células mononucleares do sangue periférico
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Figura 7. Taxa de sobrevivéncia das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidos de cées e seres

humanos e tratadas com os compostos RN1, RN2 e RN3 em diferentes concentrages.
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Fonte: o autor.

Legenda: PBMC (células mononucleares do sangue periférico).
concentragoes). a (Diferenca estatistica entre PBMC Canino e Humano). Taxa de sobrevivéncia = concentracéo

do tratamento — controle sem tratamento.

* (Diferenca estatistica significativa entre
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Comparando a taxa de sobrevivéncia entre 0 PBMC canino e 0 humano na concentragao
de 400ug/mL, foi visto que para os trés compostos demonstraram diferenca estatistica
significativa (p<0,05). Considerando que a RN2 apresentou o maior valor de IS, escolheu-se

esse composto para prosseguir com os ensaios dos grupos de estudo.

9.1.2 Extratos naturais

Os ensaios de determinacdo da CCso mostraram que o0s extratos de A. platensis e C.
vulgaris possuem pouca toxicidade para 0 PBMC humano, enquanto que D. tertiolecta e T.
obliquus possuem maior toxicidade celular (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
observados quando a determinagéo da CCso foi realizada em PBMC canino (Figura 8).

Por sua vez, a D. tertiolecta apresentou uma maior toxicidade para L. infantum, com
uma menor ICsp, quando comparado aos demais extratos. A partir desses resultados e da
disponibilidade de obtencdo, os extratos que foram selecionados para prosseguir com 0s ensaios
de resposta imune foram os das espécies A. platensis e D. tertiolecta, os quais obtiveram alto
valor da CCs e baixo valor da ICso, respectivamente. Essa escolha ndo impossibilita que os

extratos de C. vulgaris e T. obliquus sejam futuramente avaliados.

Tabela 2. Atividade leishmanicida (ICsp) em promastigotas e efeito citotoxico (CCsg) em células humanas e
caninas tratadas com o0s extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes.

1Cso CCs IS
Extratos L.infantum PBMC Canino PBMC Humano Cao i —
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
A. platensis 259,20 > 1000 986,11 ND 3,80
C. vulgaris 192,12 > 1000 999,66 ND 5,20
D. tertiolecta 53,75 600,36 252,55 11,17 4,70
T. obliquus 224,42 476,78 659,57 2,13 2,94

Fonte: o autor.
Legenda: IS (indice de seletividade). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). ND (ndo
determinado).
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Figura 8. Taxa de sobrevivéncia das células humanas, caninas e de Leishmania infantum (promastigotas), tratadas
com 0s extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes.
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Legenda: PBMC (células mononucleares do sangue periférico). Taxa de sobrevivéncia = concentracdo do

tratamento — controle sem tratamento.
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9.1.3 Drogas de referéncia

Ao analisar as drogas de referéncia, Antimoniato de n-Metilglucamina (Peso Molecular
= 365,98 g/mol) e Miltefosina (Peso Molecular = 407,568 g/mol), pode-se observar que
Miltefosina (MTF) € mais tdxica para as células de L. infantum como também para PBMC
humano e canino, comparando com o Antimoniato de n-Metilglucamina (SbY). Apesar da alta
toxicidade para as células dos hospedeiros, o IS humano para MTF é mais de 100 vezes maior
do que o ShV. Os valores de CCso e ICso, bem como 0 IS, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Atividade leishmanicida (ICsp) em promastigotas e efeito citotéxico (CCsp) em células humanas e
caninas tratadas com as drogas de referéncia para a leishmaniose visceral.

1Cso CCso IS
Compostos L.infantum PBMC Canino PBMC Humano Céo Humano
pg/mL pM pg/mL UM pg/mL pM
ShY 195,15 533,2 ND ND 412,46 1.127 ND 2,11
Miltefosina 1,23 3,02 285,81 701,2 159,49 391,3 2322 129,6

Fonte: o autor.
Legenda: IS (indice de seletividade). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). SbY (Antimoniato de
n-Metilglucamina). ND (ndo determinado).

9.1.4 Andlise comparativa

Comparando as drogas de referéncias com as diferentes estratégias terapéuticas
(compostos ftalimidicos-triazélicos e extratos bioativos dos microrganismos fotossintetizantes)
(Figura 9) pode-se observar que a MTF apresentou um valor de CCso baixo, podendo ser
considerado toxico para celulas humanas e caninas, no entanto, apresentou a maior atividade

leishmanicida/leishmanioestatica.

Figura 9: Comparagdo da concentracdo citotoxica (CCso) e inibitdria de 50% (ICso) entre os compostos sintéticos,
0s extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e as drogas de referéncia.
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1000-
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Fonte: o autor.

Legenda: Ap (Arthrospira platensis); Cv (Chlorella vulgaris); Dt (Dunaliella tertiolecta); To (Tetradesmus
obliquus); SbY (Antimoniato de n-Metilglucamina); M (Miltefosina). CS (composto sintético); EN (extrato
natural); DR (droga de referéncia). PBMC (células mononucleares do sangue periférico). * (Concentragdo maior
do que a determinada).
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Deste modo, analisando o desempenho de todas as estratégias terapéuticas (Tabela 4),
pode-se perceber que a MTF possuiu 0 maior valor de IS, sendo mais de 100 vezes seletivo
para o parasito do que para as células humanas e caninas, sendo uma escolha terapéutica para
o tratamento da LV e LVC. O SbY possui o0 menor valor de IS (2,11), confirmando a toxicidade

da droga em pacientes humanos que fazem uso para o tratamento da LV.

Tabela 4. indices de Seletividade (1S) dos compostos sintéticos, extratos naturais e drogas de referéncias para
leishmaniose visceral.

Composto Sintético Extratos Naturais DR
'S RN1 RN2 RN3 Ap Cv Dt To SbY M
Humano 12,9 13,5 6,0 3,80 5,20 4,70 2,94 2,11 129,6
Canino ND ND ND ND ND 11,17 2,13 ND 232,2

Fonte: o autor.

Legenda: Ap (Arthrospira platensis); Cv (Chlorella vulgaris); Dt (Dunaliella tertiolecta); To (Tetradesmus
obliquus); SbY (Antimoniato de n-Metilglucamina); M (Miltefosina). DR (droga de referéncia). IS = CCsp de
PBMC/ICsq de Leishmania infantum.

9.2 Analise da resposta imune

9.2.1 Producéo de citocinas

A partir dos sobrenadantes das culturas de PBMCs estimuladas, foi realizada a dosagem
das citocinas. Ao analisar o composto sintético ftalimidico-triazélico RN2, foi possivel observar
uma supressao da resposta imunolégica, uma vez que, todas as citocinas apresentaram producao
inferior as células sem estimulo. A Tabela 5 mostra os valores médios das concentracdes usadas
para RN2. Na Tabela 6, podemos observar as correlagbes das citocinas produzidas, sendo
verificado uma correlagdo positiva “muito forte” e estatisticamente significativa entre TNF e
IL-10 nas concentracfes de %2 CCso (p-value=0,04) e da ICso (p-value=0,04), além de uma
correlagdo negativa “muito forte” e estatisticamente significativa entre IFN-y x IL-4 (p-
value=0,04) e IL-10 x IL-4 (p-value=0,03), na concentracao da ICso.

Tabela 5. Médias das concentragfes em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com o composto
ftalimidico-triaz6lico RN2.

RN2
Citocinas CCso % CCso %4 CCso 1Cso
IFN-y -3,886 -3,180 -3,548 -2,716
TNF -10,57 -6,384 -10,46 -6,116
IL-10 -38,62 -30,01 -38,49 -28,85
1L-4 -0,116 0,104 -0,156 0,112
IL-2 -1,552 -1,322 -1,464 -1,098
IL-6 -6942,73 -6377,0 -6918,46 -6048,75

Fonte: o autor.
Legenda: CCsp (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitdria de 50%).
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Tabela 6. Correlagdo entre as citocinas produzidas ap6s os estimulos com as diferentes concentracdes do composto
ftalimidico-triaz6lico RN2.

AXB AxC AxD AXE BxC BxD BxE CxD CxE DxE

CCxo
rs -0,20 0,70 -0,10 0,60 0,50 -0,10 -0,50 -0,40 0,00 0,30
p-value 0,78 0,23 0,95 0,35 0,45 0,95 0,45 0,52 0,68
1/2 CCsg
r 038 067 -08 078 08 066 014 092 029  -064
pvalle 053 021 006 012 004 023 08 003 064 024
1/4 CCsg
rs -0,10 0,60 -0,90 0,70 0,50 0,30 -0,60 -0,30 0,10 -0,60
p-value 0,95 0,35 0,08 0,23 0,45 0,68 0,35 0,68 0,95 0,35
ICsp
rs 036 067 -090 043 090 -066 -065 -092 037 -001

p-value 0,55 0,22 0,04* 0,47 0,04* 0,22 0,24 0,03* 0,54 0,98

Fonte: o autor.

Legenda: A (IFN-y); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlagdo de Pearson); rs
(Coeficiente de correlacdo de Spearman); CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracao Inibitdria
de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). Valores em negrito demonstram uma correlacdo muito forte.

Para os extratos, observamos que tanto a espécie A. platensis como D. tertiolecta
induzem a produgdo de citocinas do perfil Thl, em todas as concentragdes avaliadas,
demonstrando um estimulo positivo contra a LV (Figura 10). Um destaque para a citocina do
perfil Th2 (IL-10), a qual apresenta diminuicdo gradativamente de acordo com o aumento da
concentracdo dos extratos, havendo uma diferenca estatistica significativa entre as
concentragdes, tanto para o extrato de A. platensis (p-value=0,031) como D. tertiolecta (p-
value=0,007).

Comparando os resultados obtidos do extrato de A. platensis com o LSA, observa-se
que, para todas as concentrac@es, houve uma resposta protetora Thl, com estimulo a producéo
de IFN-y superior a observada pelo LSA, havendo diferenca estatistica significativa para a
concentracdo da ICso (p-value=0,032). Quanto a producdo de TNF, o LSA induz maiores niveis
estatisticamente significativos desta citocina quando comparado a todas as concentragdes do
extrato.

Ja o extrato de D. tertioleta em comparacdo com o LSA, observa-se que, para todas as
concentragdes, houve uma resposta protetora Thl, com estimulo de TNF semelhante a
observada com o LSA. Além disso, na concentracdo de CCsg, 0 extrato induziu producéo de IL-
10 (p-value=0,002) e IFN-y (p-value=0,008) inferior ao LSA. A Tabela 7 apresenta os valores
médios da producdo das citocinas, em pg/mL, apés o estimulo celular com as quatro
concentragdes de cada extrato.
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Figura 10. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes.
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Fonte: o autor.
Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsxg); D (valor da ICsp);

LSA (Antigeno Solavel de Leishmania infantum); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella tertiolecta). * (p-
value < 0,05).
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Tabela 7. Médias das concentragdes em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com os extratos
de Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta.

A. platensis
Citocinas CCso % CCsxo Y4 CCso 1Cso p-value
IFN-y 13,63 11,90 12,54 14,78 0,92
TNF 40,71 41,27 61,19 64,18 0,63
IL-10 48,77 137,2 229,9 255,7 0,031*
IL-4 0,21 0,33 -0,03 0,18 0,21
IL-2 -1,03 -0,46 -1,20 -0,72 0,48
IL-6 72365,50 80169,25 78747,92 82594,58 0,95
D. tertiolecta
Citocinas CCso % CCsxo Y1 CCso I1Cso p-value
IFN-y -3,502 0,674 4,542 5,504 0,20
TNF 225,0 143,3 160,2 146,0 0,48
IL-10 -21,48 37,85 175,1 146,3 0,007*
IL-4 -0,038 0,20 -0,148 0,142 0,51
IL-2 -0,942 -0,43 -0,704 -1,074 0,43
IL-6 54561,87 51763,90 75698,25 70804,39 0,57

Fonte: o autor.
Legenda: CCso (Concentragdo Citotoxica de 50%); 1Cso (Concentracéo Inibitdria de 50%); * (p-value < 0,05).

Ao analisar a correlagdo das citocinas para os extratos, foi observado que entre TNF e
IL-4 nas concentragOes da CCsp e % da CCsg do extrato de A. platensis (Tabela 8), houve uma
correlagdo negativa “muito forte” estatisticamente significativa (p-value=0,02) e positiva (p-
value=0,01), respectivamente. Para o extrato de D. tertiolecta, houve correlacdes muito forte,

porém nenhuma significativa (Tabela 9).

Tabela 8. Correlagdo entre as citocinas produzidas apés os estimulos com as diferentes concentragdes do extrato
de Arthrospira platensis.

AXB AxC AxD AXE BxC BxD Bx E CxD CxE DxE

CCso
r 0,65 0,57 -0,50 -0,18 0,40 -0,92 0,10 -0,41 -0,83 0,05
p-value 0,24 0,32 0,39 0,77 0,50 0,02* 0,87 0,50 0,08 0,93
1/2 CCsp
r 0,64 0,38 0,46 -0,14 0,47 0,97 0,52 0,50 0,11 0,71
p-value 0,25 0,53 0,43 0,83 0,42 0,01* 0,37 0,39 0,86 0,18
1/4 CCsp
r 0,23 0,12 0,46 -0,59 0,38 0,30 0,13 0,86 -0,41 -0,37
p-value 0,71 0,85 0,44 0,30 0,53 0,63 0,84 0,06 0,49 0,54
ICso
rs 0,10 0,20 0,70 -0,40 -0,40 0,00 -0,20 0,70 -0,60 -0,90
p-value 0,95 0,78 0,23 0,52 0,52 - 0,78 0,23 0,35 0,08

Fonte: o autor.

Legenda: A (IFN-y); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlacdo de Pearson); rs
(Coeficiente de correlagéo de Spearman); CCsp (Concentragdo Citotoxica de 50%); 1Cso (Concentragdo Inibitoria
de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). Valores em negrito demonstram uma correlacdo muito forte.
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Tabela 9. Correlacdo entre as citocinas produzidas apds os estimulos com as diferentes concentrac6es do extrato
de Dunaliella tertiolecta.

AxB AxC AxD AXxE BxC B x D BxE CxD CxE DXxE

CC50
rs 070 030 050 060 030 030 090 070 010 0,40
pvalue 023 068 045 035 068 068 008 023 095 052
1/2 CC50
rs 000 -030 -030 030 020 020 -070 020 -0,70 0,30
p-value - 068 068 068 078 078 023 078 023 068
1/4 CC50
rs 060 020 030 040 -060 050 -050 030 -0,10 0,00
pvalue 035 078 068 052 035 045 045 0,68 095 -
1C50
rs 040 -090 -060 030 -070 030 -010 070  -0,10 050

p-value 0,52 0,08 0,35 0,68 0,23 0,68 0,95 0,23 0,95 0,45

Fonte: o autor.

Legenda: A (IFN-y); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlagdo de Pearson); rs
(Coeficiente de correlacdo de Spearman); CCsp (Concentragdo Citotoxica de 50%); 1Cso (Concentragdo Inibitoria
de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). VValores em negrito demonstram uma correlagdo muito forte.

Da mesma forma que a RN2, as drogas de referéncia apresentaram uma supressao
imunoldgica, com excecdo da citocina TNF, que teve uma producdo maior pelas células
estimuladas com ¥ da CCso da MTF; e a IL-10, que foi produzida pelas células estimuladas
com todas as concentragdes do ShV, e da concentracgdo de ICso da MTF. A Tabela 10 apresenta
os valores médios da producdo das citocinas a partir das concentracGes de cada droga. Em
relagdo a correlagdo entre as citocinas, para o SbY, houveram correlagdes muito forte, mas néo
estatisticamente significativas (Tabela 11), por sua vez, para a MTF (Tabela 12) foi possivel
observar correlagfes negativas muito fortes estatisticamente significativas entre IL-4 e IL-2 na
concentracdo da CCso (p-value=0,03), e entre TNF e IL-10 na concentracdo da ICso (p-
value=0,01).
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Tabela 10. Médias das concentracGes em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com as drogas
de referéncia.

Antimonial de n-Metilglucamina

Citocinas CCso % CCso %, CCso ICso
IFN-y -2,853 -3,743 -1,335 2,000
TNF -2,603 -0,300 -0,418 0,900
IL-10 8,112 2,213 4,268 11,82

IL-4 -0,398 -0,403 -0,288 0,298

IL-2 -1,138 -1,395 -0,720 -0,640

IL-6 3224,69 642,72 2057,69 3797,36
Miltefosina

Citocinas CCso % CCso %4 CCso ICso
IFN-y -4,660 -4,635 -3,998 1,538
TNF -8,105 -4,945 0,635 -2,138
IL-10 -35,08 -35,16 -34,54 0,128

IL-4 -0,263 -0,39 -0,185 -0,273
IL-2 -1,670 -1,748 -1,508 -1,138
IL-6 -6926,96 -6857,52 -6755,01 676,79

Fonte: o autor.
Legenda: CCs (Concentragdo Citotoxica de 50%); 1Cso (Concentracdo Inibitdria de 50%).

Tabela 11. Correlagdo entre as citocinas produzidas ap6s os estimulos com as diferentes concentragdes da droga
de referéncia Antimonial de n-Metilglucamina.

AXB AxC AxD AXE BxC BxD BxE CxD CxE DxE

CCso
rs 0,00 0,40 - 0,80 -0,20 0,00 -0,40 -0,40 0,00 -0,80
p-value - 0,75 - 0,33 0,92 - 0,75 0,75 - 0,33
1/2 CCso
r -0,50 0,69 -0,54 0,74 0,22 0,88 -0,11 0,23 0,90 0,09
p-value 0,50 0,31 0,46 0,26 0,78 0,12 0,89 0,77 0,10 0,91
1/4 CCsp
r -0,81 0,62 -0,64 0,01 -0,89 0,91 0,52 -1,00 -0,41 0,43
p-value 0,19 0,38 0,36 0,99 0,11 0,09 0,48 0,001 0,59 0,57
1Cso
rs -0,80 0,80 - 0,20 - 0,80 -0,40 -0,80 0,40 -0,20
p-value 0,33 0,33 - 0,92 - 0,33 0,75 0,33 0,75 0,92

Fonte: o autor.

Legenda: A (IFN-y); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlagdo de Pearson); rs
(Coeficiente de correlacdo de Spearman); CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria
de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado: software ndo foi possivel calcular). Valores em negrito
demonstram uma correlacdo muito forte.
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Tabela 12. Correlacdo entre as citocinas produzidas ap6s os estimulos com as diferentes concentracdes da droga
de referéncia Miltefosina.

AxB AxC AxD AXxE BxC BxD BxE CxD CxE DxE
CCxo
r 0,05 0,72 -0,22 0,46 0,71 0,22 -0,18 -0,14 0,32 -0,97
p-value 0,95 0,28 0,78 0,54 0,29 0,78 0,82 0,86 0,68 0,03*
1/2 CCs
rs 0,00 0,80 0,00 1,00 0,60 1,00 0,00 0,60 0,80 0,00
p-value - 0,33 - 0,08 0,42 0,08 - 0,42 0,33 -
1/4 CCso
rs 0,40 0,70 -0,43 0,53 0,93 0,50 -0,08 0,23 0,13 -0,88
p-value 0,60 0,30 0,57 0,47 0,07 0,50 0,92 0,77 0,87 0,12
ICso
r -0,59 0,64 0,15 0,61 -0,99 0,54 -0,78 -0,44 0,74 -0,68
p-value 0,41 0,36 0,85 0,39 0,01* 0,46 0,22 0,56 0,26 0,32

Fonte: o autor.

Legenda: A (IFN-y); B (TNF); C (IL-10); D (IL-4); E (IL-2); r (Coeficiente de correlagdo de Pearson); rs
(Coeficiente de correlacdo de Spearman); CCsp (Concentragdo Citotoxica de 50%); 1Cso (Concentragdo Inibitoria
de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado: software ndo foi possivel calcular). Valores em negrito
demonstram uma correlacdo muito forte.

9.2.2 Producdo do Oxido Nitrico

A dosagem do nitrito para a avaliacdo da producdo indireta de NO foi realizada em

sobrenadantes das culturas de PBMC. Ao analisar a RN2, observa-se que esse composto obteve
uma producdo menor quando comparado as células sem estimulo (Figura 11).

Para os extratos, foi observado que ha uma producdo de NO um pouco maior quando
comparado as células sem estimulo e estimuladas com o LSA (o qual demonstra uma reducéo
na producdo de NO, quando comparado as células sem estimulos). E observado também que a
dosagem do nitrito esta diretamente proporcional a concentracdo do estimulo (Figura 12).
Diferencas estatisticas significativas sdo observadas entre a maior concentracéo (CCso) de cada
extrato e 0 LSA (A. platensis: p-value= 0,017; D. tertiolecta: p-value= 0,005).

Por sua vez, as DRs também obtiveram uma medic¢édo de nitrito um pouco maior do que
quando comparado as células sem estimulo e estimuladas com o LSA, porém ndo havendo a
proporcionalidade entre dosagem e concentragdo (Figura 13). Para o SbY, ocorreu diferenca
estatistica significativa entre as concentragdes de % da CCso (p-value=0,028) e ¥ da CCso (p-
value=0,023) com o0 LSA, e ja para a MTF, uma diferenca estatistica significativa entre a CCso
e LSA (p-value=0,041).



Figura 11. Medicdo do nitrito apds os estimulos das células com o composto ftalimidico-triazélico RN2.
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Fonte: o autor.
Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsp); D (valor da ICsp) e
LSA (Antigeno Solavel de Leishmania infantum — 25ug/mL).
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Figura 12. Medicdo do nitrito apds os estimulos das células com os extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes.
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Fonte: o autor.
Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsp), D (valor da ICsp) e
LSA (Antigeno Soltvel de Leishmania infantum — 25ug/mL).

Figura 13. Medicao do nitrito ap6s os estimulos das células com as drogas de referéncia.
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Fonte: o autor.
Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsp), D (valor da ICsp) e
LSA (Antigeno Solavel de Leishmania infantum — 25ug/mL).
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9.2.3 Expressao génica

Em virtude dos resultados da producgéo de citocinas e do 6xido nitrico, foi realizada a
avaliacdo da expressao génica apenas para 0s extratos naturais e drogas de referéncia, excluindo
0 composto RN2. A partir das PBMCs humanas estimuladas e/ou tratadas in vitro, foi realizado
a extracdo do RNA e feita a transcricdo reversa para cDNA para a quantificacdo dos genes
Thx21, GATA3, RORc e FOXP3, os quais estdo relacionados com a indugéo da diferenciacao
das células T para os perfis Thl, Th2, Th17 e Treg, respectivamente.

Ao analisarmos os resultados da expressao génica estimulada com os extratos naturais
(Figura 14), observa-se que em todas as concentracdes do extrato de A. platensis existe um
equilibrio entre o perfil Th1/Th2, com a média da expressao do gene Thx21 maior do que a do
GATAS3 na maior concentracdo de estimulo, resultados semelhantes ao LSA. Por sua vez, o
gene FOXP3, somente na maior concentracao, apresentou uma expressao negativa, e tendo o
gene RORc variando bastante de concentragdo para concentragdo, apresentando uma maior
expressdo na concentragdo de ¥ da CCsp (Tabela 13).

Ja para o extrato de D. tertiolecta, pode-se observar que nas menores concentracfes
ocorreu um equilibrio entre todos os genes indutores, com a média de expressdo do gene
GATAS inferior aos demais. Como melhor resultado apresentado, a concentragao de ¥2 da CCso
estimulou uma expressao positiva equilibrada entre os perfis Th1xTh17xTreg, com expressdo
negativa de GATAS3, o qual induz o perfil Th2, e diferenca estatistica significativa quando
comparado ao LSA (p-value=0,009). Na maior concentracdo (Figura 14.A), houve apenas a

expressao positiva do gene RORc.
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Figura 14. Quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos apés o

estimulo das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes.
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Fonte: o autor.
Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsg); D (valor da ICsp);
LSA (Antigeno Solavel de Leishmania infantum — 25ug/mL); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella
tertiolecta). Calibrador usado foi o PHA. * (Diferenca estatistica = p-value < 0,05).
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Tabela 13. Quantificacdo relativa da expressao génica dos fatores transcricionais especificos apés o estimulo das
células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes.

Arthrospira platensis

Genes CCso % CCso Y4 CCso ICso
Thx21 0,49 0,36 0,57 0,67
GATA3 0,30 0,47 0,64 0,62
RORc 0,05 -0,14 0,38 0,05
FOXP3 -0,04 0,29 0,21 0,51
Dunaliella tertiolecta
Genes CCso % CCso % CCso 1Cs0
Thx21 -0,02 0,69 0,73 0,71
GATA3 -0,41 -0,20 0,49 0,24
RORc 0,19 0,65 0,69 0,64
FOXP3 -0,05 0,29 0,79 0,88

Fonte: o autor.
Legenda: CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitdria de 50%).

Analisando a correlacéo entre os genes, para a A. platensis foi observado uma correlagédo
positiva muito forte significativa entre Tbx21 e RORc na concentracdo de %2 da CCso (p-
value=0,047) (Tabela 14). Em relacdo a analise de correlagdo do extrato de D. tertiolecta, na
maior concentracdo, ndo foi possivel ser realizado o célculo pelo software e nas demais
concentracdes ndo foram observadas correlagdes estatisticamente significativas (Tabela 15).

Tabela 14. Correlagdo entre 0s genes expressos apos os estimulos com as diferentes concentrag@es do extrato de
Arthrospira platensis.

AXB AxC AxD BxC BxD CxD
CCx
r -0,18 0,50 -0,43 0,76 -0,97 -0,90
p-value 0,89 0,67 0,57 0,45 0,16 0,29
1/2 CCsp
r -0,22 0,95 0,87 -0,28 0,24 0,84
p-value 0,78 0,047* 0,054 0,72 0,76 0,16
1/4 CCsp
r -0,48 -0,85 0,72 0,97 0,28 -0,21
p-value 0,52 0,35 0,17 0,17 0,72 0,87
1Cso
r -0,41 -0,23 0,59 0,88 0,14 0,55
p-value 0,59 0,77 0,29 0,12 0,86 0,45

Fonte: o autor.

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlacdo de Pearson); CCso
(Concentragdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracao Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito
indicam uma correlacdo muito forte.
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Tabela 15. Correlagdo entre os genes expressos apds os estimulos com as diferentes concentracfes do extrato de
Dunaliella tertiolecta.

AXB AxC AxD BxC BxD CxD
1/2 CCsp
r 0,35 - 0,94 - 0,02 0,45
p-value 0,77 - 0,21 - 0,99
1/4 CCso
r -0,87 - -0,96 - 0,97 -
p-value 0,32 - 0,17 - 0,16 -
1Cso
r -0,68 0,95 -0,76 -0,81 0,91 -0,91
p-value 0,32 0,20 0,24 0,40 0,09 0,27

Fonte: o autor.

Legenda: A (Tbhx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlagdo de Pearson); CCso
(Concentracdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito
indicam uma correlacdo muito forte. - (ndo determinado: software ndo foi possivel calcular).

Para o ShV, foi observada a expressdo do gene FOXP3, o qual apresentou uma média de
quantificacdo relativa superior aos demais genes, em todas as concentracdes (Figura 15). Por
outro lado, 0 gene RORCc apresentou as menores médias, quando comparado aos demais genes,
também para todas as concentragfes. Os genes GATA3 e RORc, em todas as concentracgdes,
obtiveram expresséao inferior ao LSA, havendo diferencas estatisticas significativas para todas
as concentragdes, exceto a de % da CCso. Niveis elevados de expressdo do gene FOXP3 na
concentragdo de ¥ da CCso foram observados quando comparado com o LSA (p-value=0,033).

Por sua vez, para a MTF, observou-se expressdo génica apenas para as concentracfes
de ¥z da CCsoe a ICso. Os fatores transcricionais foram expressos de forma semelhante ao LSA,
com uma diferenca significativa apenas para o gene FOXP3 na concentracdo de ¥ da CCsq (p-

value=0,006). As médias das quantificacdes relativas dos genes encontram-se na Tabela 16.
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Figura 15. Quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos apés o
estimulo das células com as drogas de referéncia.
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Fonte: o autor.

Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCs); C, E (um quarto do valor da CCs); D, F (valor da
ICs0); LSA (Antigeno SolGvel de Leishmania infantum — 25ug/mL); ShY (Antimonial pentavalente) e MTF
(Miltefosina). Calibrado usado foi o PHA. * (Diferenga estatistica = p-value < 0,05).
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Tabela 16. Quantificacdo relativa da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos apés o estimulo das
células com as drogas de referéncia.

Antimonial de n-Metilglucamina

Genes CCso Y% CCso Y4 CCso 1Cs0
Thbx21 0,48 0,61 0,49 0,49
GATA3 0,64 0,52 0,71 0,53
RORc 0,06 0,0001 0,23 0,03
FOXP3 1,05 0,83 1,05 1,01
Miltefosina
Genes CCso % CCso %4 CCso ICs0o
Thbx21 - - 0,51 0,33
GATA3 - - 0,94 0,70
RORc - - 0,71 0,28
FOXP3 - - 0,57 0,97

Fonte: o autor.
Legenda: CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); I1Cso (Concentracdo Inibitéria de 50%); - (ndo determinado).

Analisando a correlagdo dos genes, para o ShY diversas correlagdes positivas muito
fortes foram observadas, sendo somente estatisticamente significativa a correlacdo entre os
genes GATA3 e RORc (Tabela 17). Por sua vez, para a MTF foi observada apenas uma
correlacdo positiva muito forte, mas ndo significativa (Tabela 18).

Tabela 17. Correlacdo entre 0s genes expressos ap6s os estimulos com as diferentes concentragdes da droga de
referéncia Antimonial de n-Metilglucamina.

AXB AxC AxD BxC BxD CxD
CCxo
r 0,93 -0,81 0,90 -1,00 0,71 -0,66
p-value 0,07 0,40 0,10 0,02 0,29 0,54
1/2 CCsp
r -0,69 -0,32 -0,94 0,90 0,40 -0,03
p-value 0,52 0,80 0,22 0,28 0,74 0,98
1/4 CCsp
r 0,62 0,72 -0,80 0,97 -0,05 -0,22
p-value 0,38 0,28 0,20 0,03* 0,95 0,78
I1Cso
r 0,91 0,20 -0,85 0,56 -0,79 -0,02
p-value 0,09 0,80 0,15 0,44 0,21 0,98

Fonte: o autor.

Legenda: A (Thx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlacdo de Pearson); CCso
(Concentragdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracao Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito
indicam uma correlacdo muito forte.
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Tabela 18. Correlacdo entre 0s genes expressos ap6s 0s estimulos com as diferentes concentracdes da droga de
referéncia Miltefosina.

AXB AxC AXxD BxC B x D CxD
1/4 CCsp
r 0,76 -0,06 -0,22 0,27 -0,32 0,72
p-value 0,24 0,94 0,78 0,73 0,68 0,28
1Cso
r 0,93 0,18 -0,12 0,32 -0,25 0,63
p-value 0,07 0,82 0,88 0,68 0,75 0,37

Fonte: o autor.

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); r (Coeficiente de correlacdo de Pearson); CCso
(Concentracdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05). Valores em negrito
indicam uma correlacdo muito forte.

9.2.4 Avaliacdo comparativa geral

A partir de todas as analises, foi realizado uma comparacdo com todos os resultados
relevantes encontrados (Quadro 1). Diante das andlises, foi possivel observar que o composto
ftalimidico-triazolico RN2 obteve uma resposta de supressao imunolégica, reduzindo a sintese
de citocinas, tanto do perfil Th1 como Th2, e da mesma forma, a produgéo de NO foi suprimida.
Deste modo, 0 RN2 né&o foi considerado um candidato terapéutico promissor pois nao foi capaz
de induzir uma resposta imune protetora para a LV.

Por outro lado, o0s extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes
demonstraram um potencial terapéutico para a LV, ambos extratos sugerindo uma inducéo de
resposta imune de perfil protetor. O extrato de A. platensis demonstrou uma producéo de IFN-
vy superior ao do LSA, além de sintese de NO também superior. Também, a expressdo génica
dos fatores transcricionais indicou um equilibrio entre os perfis Thl e Th2, com a média da
expressdo do gene Thx21 maior do que a do GATAS na maior concentragdo (CCso) de estimulo.
Por sua vez, o extrato de D. tertiolecta apresentou uma reduzida producdo de IL-10, quando
comparado ao LSA e uma elevada producdo de TNF quando comparado com o sem estimulo.
Além disso, apresentou uma sintese de NO superior a0 LSA, e uma expressao génica de
GATAS3 e FOXP3 inferior.

Os resultados obtidos pelos extratos, se mostraram melhores até do que os das drogas
de referéncia, as quais indicaram um perfil de susceptibilidade. O SbY uma IL-10 elevada, e
supressdo das citocinas de perfil Thl, atrelada a uma alta expressdo de GATA3 e FOXP3. Ja

paraa MTF, ocorreu uma supressdo imunologica, tanto de citocinas do perfil Thl como Th2.
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Quadro 1. Avaliacao geral das andlises de resposta imune realizadas apds a estimulacdo de células mononucleares do sangue periférico com diferentes candidatos terapéuticos
e drogas de referéncia.

IL-10: MTF < LSA

ICso: TNF X IL-10 (NEG)

Producéo de Citocinas Oxido Nitrico Expressdo Génica Int -
nterpretagéo
TRAT i
« Correlagio Muito Forte Comparacdo TRAT x | Correlagio Muito Forte Final
Comparacdo TRAT x LSA (Valor de p < 0,05) Valor de p <0,05 LSA (Valor de p < 0,05)
" % CCso: TNF x IL-10 (POS)
RN?2 IEHFY.§§22<<LLSS£ ICs0: IFN-y x IL-4 (NEG) . . . Supressao
IL—1d' RN2 < LSA ICs0: TNF x IL-10 (PQOS) imunoldgica
' ICs: 1L-10 X IL-4 (NEG)
IFN-y: Ap > LSA (+) CCn: TNE _
: X IL-4 (NEG) 14 CCso: .
Ap TNF: Ap < LSA OSSN ) CCso: Ap > LSA CCso: FOXP3 Perfil Protetor
IL-10: Ap < LA / Ap > LSA » CCso: TNF X IL-4 (POS) Tbx21 x RORc (POS)
IFN-y: Dt < LSA CCa: FOXP3
Dt TNF: Dt > LSA (+) . CCs: Dt > LSA 1, CCS‘;;)_ GATA3 . Perfil Protetor
IL-10: Dt < LSA (+) '
CCso: GATA3; RORc
At \% H
SV s Ssbbv :I}SS: . 1 CCso: SbY > LSA | % CCso: GATA; RORKC; Ys CCso: Perfil
“__10'_ ShY < LSA Y, CCso: ShY > LSA FOXP3 GATA3 x RORx (POS) | Susceptabilidade
) 1Cs0: GATA; RORc
IFN-y: MTF < LSA N .
MTF TNF: MTF <LSA CCso: IL-4 X IL-2 (NEG) CCso: MTF > LSA Y4 CCso: FOXP3 . Perfil

Susceptabilidade

Fonte: o autor.
Legenda: TRAT (Tratamentos); Ap (Extrato de Arthrospira platensis); Dt (Extrato de Dunaliella tertiolecta); SbY (Antimonial pentavalente); MTF (Miltefosina); LSA
(Antigeno Sollvel de Leishmania infantum); CCso (Concentragdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); NEG (Correlagdo Negativa); POS (Correlagdo

Positiva); « (Ndo houve um indicativo significativo na andlise). + (indicativo de perfil de resposta imune positiva contra Leishmaniose Visceral).
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10 DISCUSSAO

Na busca pela identificacdo de novas estratégias terapéuticas, a baixa toxicidade as
células do hospedeiro é um dos principais fatores para ser considerado como um bom candidato
terapéutico (BHARGAVA,; SINGH, 2012). Deste modo, tanto 0s compostos sintéticos como a
maioria dos extratos naturais avaliados neste estudo, demonstraram um valor de CCso mais
elevado do que os principios ativos das drogas atualmente utilizadas para o tratamento de LV e
LVC (Glucantime® e Milteforan™, respectivamente), com destaque para os extratos naturais
de Arthrospira platensis e Chlorella vulgaris, os quais possuiram um valor de CCso proximo a
1mg/mL tanto para células humanas como caninas, demonstrando que sdo pouco tdxicos.

Em relagdo a atividade leishmanicida/leishmanioestatica dos compostos sintéticos
ftalimidicos-triazolicos aqui estudados, ao analisar o efeito contra formas promastigotas foi
possivel observar que valores de ICso sdo menores do que os encontrados por Santos e
Albuquerque (2015), que avaliaram compostos contendo o grupamento ftalimida
(aminometilftalimida) estudados contra Leishmania braziliensis (menor I1Cso = 121pg/mL).
Além disso, os valores de ICso dos compostos RN1, RN2 e RN3 também foram promissores
guando comparados com alguns compostos derivados de Eugenol contendo o grupamento
1,2,3-triazol contra L. amazonensis, apresentados por Teixeira et al (2018), os quais obtiveram
uma ICsg variando entre 7,4 a 2013uM.

Além do mais, os compostos ftalimidicos-triazlicos RN1 e RN2 apresentaram um IS
para humanos acima de 10 (RN1= 12,9 e RN2= 13,5), mostrando um valor de IS mais elevado
do que alguns compostos ftalimidicos com ndcleo tiazol avaliados por Alianca et al. (2017), os
quais obtiveram um IS variando entre 1,7 a 17,7 contra formas promastigotas de L. infantum.
Apesar do composto RN3 possuir um IS inferior a 10, ainda assim, apresentou neste estudo
uma seletividade melhor do que o Antimoniato de n-Metilglucamina, droga de referéncia.
Diante desses resultados prévios, foi escolhido a RN2 para a avaliacédo da resposta imune, sendo
realizado o estimulo de células (PBMCs) de individuos saudaveis para a dosagem da producéo
de citocinas e Oxido Nitrico.

Com os resultados obtidos, o composto ftalimidico-triazdlico RN2 apresentou supressao
da resposta celular, uma vez que, reduziu a producdo das citocinas IFN-y, TNF e IL-10 quando
comparado com as celulas sem estimulo. O estudo de Coelho et al. (2014) corrobora com 0s
achados, pois também observaram que alguns derivados ftalimidicos inibiram a producdo de
TNF e IL-1B em macro6fagos de murinos. Compostos contendo grupo triazol demonstraram a
reducdo dos niveis de TNF e IL-6 em células RAW264,7 (ZHANG et al., 2017). Além da

reducdo da producéo de citocinas promovida pela RN2, foi observado também uma reducdo da
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sintese de NO, o0 que é de se esperar, pois as citocinas pré-inflamatérias IFN-y e TNF, que
apresentaram uma reducdo pelo estimulo da RN2, sdo responsaveis por ativar a iNOS e
consequentemente producdo de NO. Essa reducdo de NO a partir do estimulo de derivados
ftalimidicos pode estar relacionada com o tamanho da cadeia de carbono, pois como descrito
por Bach et al. (2017), a atividade inibitoria de NO por ftalimidas € dependente do tamanho da
cadeia de carbono. Diante destes resultados, os compostos ftalimidicos-triazlicos néo
demonstram ser uma boa alternativa para o tratamento da LV.

Como candidatos alternativos ao desenvolvimento de terapicos, 0S o0rganismos
fotossintetizantes vém sendo estudados quanto sua atividade anti-Leishmania. No entanto,
estudos avaliando fitoplanctons quanto a seu efeito contra espécies de Leishmania sp. sdo bem
escassos, sendo somente relatado por Pereira et al. (2015), o qual avaliou a atividade
leishmanicida de extratos metandlicos de quatro espécies de Chlorophytas, de trés géneros
diferentes (Nannochloris, Picochlorum e Desmochloris). Assim, faz necessario mais estudos
sobre os efeitos leishmanicidas de microrganismos marinhos fotossintetizantes, demostrando a
importancia do presente trabalho. Entdo, ao comparar com os resultados obtidos pelos extratos
das espécies de Chlorophytas por Pereira et al. (2015), é possivel notar que os extratos das
espécies de C. vulgaris e Dunaliella tertiolecta apresentam um valor menor de ICso, Ou Seja,
mostrando uma maior atividade leishmanicida com concentragcdes menores.

Ao observar a atividade leishmanicida/leishmanioestatico dos extratos naturais, é
importante salientar que os valores de ICso foram inferiores quando comparados com os alguns
extratos organicos de origem vegetal avaliados por Bouyahya et al. (2017), o qual tiveram uma
variacdo de ICsp entre 82,39 até 500ug/mL sendo mais toxicos para L. infantum. Fazendo uma
nova comparacao, sendo que dessa vez, com isolados de meroditerpendides provenientes de
uma macroalga marrom (Cystoseira baccata) avaliados por Sousa et al. (2017), é possivel
observar que o IS dos extratos de C. vulgaris e D. tertiolecta sdo maiores, uma vez que, o IS
obtido pelo autor foi menor que 10, usando macréfagos peritoneais de murinos, demonstrando
que os extratos aqui estudados podem ser considerados possiveis promissores.

Para os caes, 0 extrato de D. tertiolecta foi o Gnico que apresentou um IS acima de 10
(IScanino = 11,17), indicando ser um candidato muito potencial para os futuros ensaios. Por outro
lado, apesar dos extratos de todas as espécies aqui estudadas ndo apresentarem IS maior que 10
nos ensaios com células humanas, ndo exclui a possibilidade desses extratos possuirem um
potencial imunomodulador. Pois, como observado nos estudos de Costa-Silva et al. (2019),
isolados provenientes de produtos naturais possuiram atividade imunomodulatéria contra L.

infantum, tendo a capacidade de reduzir a producdo de citocinas do perfil Th2, além de
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estimular quimiocinas associadas a diminuicdo da carga parasitaria, mesmo seus isolados
apresentando IS menor que 10.

Ao avaliar a resposta imune induzida pelos extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes das espécies A. platensis e D. tertiolecta, € observado um estimulo
imunologico positivo das células. Diferentes concentracdes foram estudadas, porém todas
mantém o mesmo padrdo geral de resposta imunoldgica, equilibrio entre citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias, com algumas concentracfes tendo um destaque um pouco
maior das citocinas de perfil Thl.

A A. platensis é uma cianobactéria que possui algumas atividades bioldgicas ja
conhecidas ha alguns anos pela comunidade cientifica. O potencial imunomodulador que esse
microrganismo possui € algo ja observado na literatura, o qual tem demonstrado estimular a
producédo de IFN-y e TNF, reduzindo a produgdo de IL-10, tanto em camundongos (SHOKRI
etal., 2014), como em PBMC humano (MAO et al., 2000). Além do extrato em si, uma proteina
isolada de A. platensis, a ficocianina (pigmento fotossintético), estudada por Sheikh et al.
(2014) realizando o tratamento de PBMC, demonstrou também um aumento de IFN-y. Esses
achados corroboram com o encontrado no presente trabalho, o qual observou uma producéo de
IFN-y e TNF maior quando comparado as células sem estimulo, e com destaque especial para
0 IFN-y que apresentou ainda uma sintese maior quando comparado ao LSA, havendo uma
diferenca estatistica na menor concentragao.

Além da producao de citocinas do perfil Thl, o extrato de A. platensis também induziu
a sintese do fator leishmanicida, NO, o que fortalece a hipotese desse extrato ser um promissor
candidato terapéutico para a LV. A expressdo dos genes dos fatores transcricionais especificos
demonstrou um equilibrio entre os perfis Thl e Th2, ndo havendo diferencas estatisticas
significativas, porém fortalecendo a hipdtese que esse extrato estimula a expressdo do gene
Thx21, responsavel por ativar a diferenciacdo dos linfocitos Thl.

Por sua vez, a D. tertiolecta é uma microalga hal6fila, j& conhecida também pela
comunidade cientifica. Poucos estudos relatam a atividade imunologica dessa espécie, havendo
mais estudos relacionados com suplementacdo alimentar animal. Desses estudos escassos
relacionados a resposta imune, a atividade imunoldgica dessa espécie foi observada in vitro em
PBMC apenas de ovinos, o qual foi visto a capacidade de fitosterois dessa espécie estimular
uma resposta imunoldgica. Dentre esses fitoesterois, o 7-dehidroporiferasterol e ergoesterol
induziram a producéo da citocina IL-10 e reducdo de IL-6 e TNF, demonstrando um papel anti-
inflamatério (CILIBERTI et al., 2017). Da mesma forma, no trabalho de Caroprese et al. (2012)

foi observado aumento da sintese de IL-10, com reducdo de citocinas pro-inflamatorias, além
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de identificar uma dose-dependente com a IL-10, o que também foi encontrado em nosso
estudo, no entanto, em nossos resultados foi observado que com o aumento da concentragdo
ocorre uma reducéo da IL-10.

Em nosso estudo o extrato de D. tertiolecta apresentou alta producéo de TNF, superando
0 LSA, e baixa sintese de IL-10, menor que o LSA, principalmente nas maiores concentracdes
testadas. A divergéncia dos resultados apresentados nesse trabalho com os encontrados na
literatura, pode ser devido a diferenca das moléculas, uma vez que o extrato estudado no
presente estudo foi de constitui¢do proteica e nos trabalhos de Caroprese et al. (2012) e Ciliberti
et al. (2017) foram provenientes de isolados de fitosterdis. Além disso, sabe-se que diferentes
métodos de extracdo podem expor distintas moléculas do extrato, e desta forma apresentando
atividades bioldgicas também diferente. Este fato ressalta a importancia de se estudar as
espécies de organismos fotossintetizantes obtidos por diferentes métodos de extracao.

As citocinas produzidas por linfacitos do perfil Thl estdo diretamente relacionadas com
a producéo do fator leishmanicida, e esse perfil foi apresentado pelos extratos aqui estudados,
0s quais estimularam a sintese de IFN-y ¢ TNF, além da produgdo do NO. Esses resultados
também corroboram com os dados encontrados na analise da expressdo génica dos fatores
transcricionais, que demonstrou o gene Tbx21 mais expresso que o0 GATA3 ou FOXP3,
dependendo da concentragao utilizada.

As correlagbes (positiva ou negativa) muito forte encontradas pelo estimulo com os
extratos, tanto para as citocinas como 0s genes dos fatores transcricionais, sdo bastante
interessantes. A correlacdo negativa muito forte, apesar de ndo ser estatisticamente
significativa, encontrada entre TNF e IL-10 para o extrato de D. tertiolecta, é observada nos
gréaficos e corrobora com a hipdtese de que a producao da IL-10 foi dose-dependente. Para a A.
platensis, foi possivel observar também correlacdes negativas muito fortes, porém nao
significativas, entre a correlacdo entre TNF e as citocinas do perfil Th2, pode sugerir um
potencial imunomodulador. A correlacdo positiva muito forte, embora néo tenha apresentado
diferenga estatistica significativa, entre as citocinas TNF e IL-4 vale também o destaque, uma
vez que 0 aumento de uma citocina do perfil Thl juntamente com citocinas anti-inflamatérias,
podem combater o parasito, pois um equilibrio entre os dois perfis (mas com predominéancia de
Th1) e importante para alcancgar o controle da morbidade da infeccdo (RODRIGUEZ-CORTEZ
et al., 2016).

Em relacdo a correlagdo entre os genes estimulados pelo extrato de A. platensis, a
correlagdo positiva estatisticamente significativa encontrada entre Thx21 e RORc, fatores

transcricionais responsaveis pela inducéo dos perfis Thl e Th17, respectivamente, demonstra o
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potencial em estimular citocinas pré-inflamatdrias, o que é importante para a resposta imune
contra o parasito causador da LV.

E por fim, ao comparar os resultados dos extratos com os das drogas de referéncia, foi
possivel observar que a MTF possuiu uma seletividade de mais de 100 vezes para o parasito do
que para as células dos hospedeiros humanos e caninos, sendo a molécula com a maior
seletividade dentre todos os estimulos. Por outro lado, o SbY apresentou o menor valor de IS,
sendo todos os candidatos terapéuticos mais seletivos para o parasito. Além disso, pode-se
observar um estimulo imunoldgico de perfil de susceptibilidade, diferentemente dos extratos,
que demonstraram a inducdo de um perfil protetor. Esses dados sugerem e demonstram a
atividade leishmanicida/leishmanioestatica associada a atividade imunomodulatoria,
consideradas requisitos fundamentais para que os extratos se tornem candidatos terapéuticos
paraa LV.

Diante de todo o exposto, é demonstrado que 0s extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes apresentados neste trabalho, bem como outros produtos naturais, precisam
ser mais investigados, pois possuem uma diversidade metabdlica elevada, podendo ser fonte de
diversos possiveis tratamentos. Os candidatos terapéuticos naturais aqui apresentados
demonstraram atividade leishmanicida/leishmanioestatica, além de estimular a resposta
imunologica para um perfil Th1, através da producéo de citocinas e dxido nitrico, e da indugdo
de fatores transcricionais responsaveis pela diferenciacdo das células T.

Esses extratos continuardo sendo avaliados quanto ao potencial imunomodulador em
cdes, além de observar a resposta em células de paciente com LV. E necessério avaliar também
se a combinacdo dos extratos com as drogas de referéncia pode aumentar a efetividade
terapéutica dos pacientes. Deste modo, podendo ter uma nog¢do mais ampla da capacidade

desses extratos tanto nos hospedeiros humanos, como caninos.
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11 CONCLUSOES

O indice de seletividade dos compostos ftalimidicos-triazilicos e dos extratos bioativos
de microrganismos fotossintetizantes foram maiores do que os apresentados pelo antimonial de
n-metilglucamina. No entanto, a Miltefosina foi o tratamento que apresentou a maior
seletividade. O composto RN2 e os extratos das espécies Arthrospira platensis e Dunaliella
tertiolecta foram os escolhidos para seguirem com os estudos de resposta imune.

A resposta obtida pela RN2 foi de supressao imunologica, ao suprimir a producdo de
todas as citocinas (Thl e Th2) e do Oxido Nitrico (NO). Assim, esse composto ndo apresentou

um perfil de resposta imune que justifique estudos complementares.

Por outro lado, os extratos dos microrganismos fotossintetizantes apresentaram a
inducdo de uma resposta imunoldgica de perfil protetor, com producdo de NO e inducédo da
resposta de perfil Thl. Ao contrario dos extratos, as drogas de referéncias apresentaram um
perfil de susceptibilidade, indicando que os extratos demonstraram os melhores resultados

relacionados ao estimulo da resposta imunoldgica.

Finalmente, este trabalho forneceu subsidios cientificos capazes de ampliar o
conhecimento sobre atividades bioldgicas, exclusivamente atividade leishmanicida e
imunologica, de microrganismos fotossintetizantes, os quais possui uma alta escassez. Desta
forma, os resultados obtidos aqui sugerem os extratos bioativos das espécies A. platensis e D.
tertiolecta um potencial terapéutico promissor paraa LV.

12 PERSPECTIVAS

Apos apresentar bons resultados, mostrando serem promissores, 0s extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes das espécies Arthorpira platensis e Dunaliella tertiolecta
serdo avaliados em ensaios pré-clinicos, em camundongos BALB/c. Serdo avaliados os extratos
como futuros tratamentos e comparados com as drogas de referéncia (Antimonial pentavalente
e Miltefosina), sendo realizadas analises de carga parasitaria e resposta imunoldgica, a partir do
baco dos animais, e histopatologia do figado e rins, com o intuito de avaliar a atividade
imunomodulatéria e leishmanicida, além de verificar a eficicia e seguranca dos candidatos

terapéuticos naturais para a leishmaniose visceral.
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FICHA CLINICA

1. IDENTIFICACAO

Nome do animal:

LD:

Local de origem:

Destino: () Ado¢do ( ) Eutanasia ( ) Domiciliado

Responsavel:

Endereco: Tel. ()

Material colhido:

() Puncdodemedula __ pl ( ) Sangue __ ml ( ) Aspirado de lesdo___ pl ()

Imprint de lesdo () raspado de lesio

Data da coleta:

Data do processamento:

e Indicacdo de inclusdo no experimento:

2 DADOS DO ANIMAL

RACA: IDADE: SEXO:M( ) F( )

PORTE: ( ) PEQUENO ( ) MEDIO ( )GRANDE
COR: ( )CLARA ( )ESCURA
PELAGEM: ( ) CURTA ( )LONGA

3 EXAME FISICO GERAL

a) Inspecio

Lesdodepele: () sim ( )ndo (MARCAR NA RESENHA)

Onicogrifose: () sim ( )ndo

Escore corporal do cdo: () Caquético ( ) Magro () Normal ( ) Gordo ( ) Obeso.
Abdomen: ( ) Normal ( ) Dilatado ( ) Abaulado ( ) Retraido ( ) normal
Desidratagao: () 5% ( ) 10% ( ) 15% ( ) 20% ( )normal

Edema: ( )ocular ( )membros ( ) subcutaneo ( )normal

Secre¢do: ( )ocular ( )vaginal/prepucial

Presenga de ectoparasitas: () sim () ndo

Dermatite: () sim ( )ndo /( ) localizada ( )generalizada/ ( ) COM prurido
Alopecia: () sim () ndo

OUTRAS
OBSERVACOES:

() SEM prurido

b)  Pardmetros vitais

Frequéncia cardiaca: ( )aumentada ( )normal(60/160bpm) ( ) baixa Valor:
Frequéncia respiratoria: () aumentada ( ) normal(18/36murpm) ( ) baixa Valor:
Tempo de perfusdo capilar: () aumentada () normal(1-2 segundos) () baixa Valor:
Temperatura retal: () aumentada () normal(37,5-39,2°C) ( ) baixa
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Alteragdes cardiorrespiratorias: () presente () ausente

Descrigéio da alteragiio:

¢)  Exame de mucosa:

Cor de mucosa ocular: () palida (esbrnquigada) () congesta ou hiperemica (vermelha) () Ciandtica (azul) () ictérica (amarclada) ()

Cor de mucosa oral: () palida () congesta ou hiperemica () Ciandtica (azul) ( )ictérica () normal
d)  Palpagdo de linfonodo
Hipertrofia de linfonodos: () sim  ( )ndo (MARCAR NA RESENHA)
Mandibular ou Maxilar: () Hipertrofiado ( ) normal
Pré-escapulares ou cervicais superficiais: () Hipertrofiado () normal
Popliteo: () Hipertrofiado ( ) normal
Inguinais: () Infartado ( ) normal
e) Palpagio de abdominal
Figade: () aumentado ( ) normal
Bago: () aumentado () normal
intestino: () aumentado () normal
Presenga de fezes: ( )sim () ndo
Gestante: ( )sim () ndo
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N Classificagdo:

Sintomatico ( )

Assintomatico ( )

Controle ( )
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APENDICE B — TCLE PARA OS PROPRIETARIOS DOS ANIMAIS
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do projeto: Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias de
controle para a leishmaniose visceral.

Nome do pesquisador principal: Milena de Paiva Cavalcanti.
Razio social e CIAEP institui¢iio da CEUA que aprovou: 158/2020.

Objetivos do estudo: Avaliar diferentes estratégias terapéuticas (compostos sintéticos
ftalimidicos-triazolicos ¢ extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes) quanto
ao seu potencial imunomodulador para leishmaniose visceral.

Procedimentos a serem realizados com os animais: Puncfo venosa.
Potenciais riscos para os animais: Estresse ou dor (minima) causada pela coleta.
Cronograma: 06/2020 até 05/2024

Beneficios: O presente estudo busca uma nova alternativa terapéutica para o tratamento
da leishmaniose visceral, tanto humana como canina, visando o controle da doenga
através da quebra do ciclo de transmissdo.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participacio do animal neste projeto

Sua autoriza¢fio para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntaria. Seu(s)
anmimal(is) podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que 1sso cause
qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.
Os membros da CEUA ou as autoridades regulatorias poderao solicitar suas informagoes,
e nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspecdes regulares. O
Médico  Veterinario  responsavel  pelo(s) seu(s) anima(is) sera  o(a)
Dr(a) , inscrito(a) no CRMV sob o n o .
Além dele, a equipe do Pesquisador Principal também
se responsabilizara pelo bem-estar do(s) seu(s) animal(is) durante todo o estudo e ao final
dele. Quando for necessario, durante ou apos o periodo do estudo, vocé podera entrar em
contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Telefone de emergéncia: (81) 2101-2660
Equipe: Milena de Paiva Cavalcanti e Victor Vaitkevicius Antdo de Souza

Endereco: Campus da UFPE - Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife
- PE, 50670-420
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Ministério da Sadide

FIOCRUZ
Fundag¢do Oswaldo Cruz

Instituto Aggeu Magalhées

Declaracio de consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que
posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal(is)
identificado(s), a seguir, neste projeto. Este documento sera assinado em duas vias, sendo
que uma via ficara comigo e outra com o pesquisador.

Recife-PE, / /

Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador

Responsavel

- Nome:

- Documento de Identidade:

Identificaciio do(s) animal(is)

- Nome: - Ntimero de identificagdo:

- Espécie: - Raga:
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APENDICE C - TCLE PARA INDIVIDUOS HUMANOS

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundagéo O Ido Cruz
Instituto Aggeu Magalhaes
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Controle Maior de idade

INSTITUTO AGGEU MAGALHAES
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a.) para participar da Pesquisa 'Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias
de controle para as leishmanioses. Abordagens terapéuticas e em vacinologia'. que sera desenvolvido no Instituto Aggeu
Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ), sob a responsabilidade da pesquisadora Milena de Paiva Cavalcanti, e
cujo objetivo € estudar o potencial de novas moléculas para o desenvolvimento futuro de vacinas e/ou novos remédios que ajudem
na redugido do numero de pessoas com leishmaniose visceral (calazar) e leishmaniose tegumentar (ferida brava). bem como
ajudem a aumentar a eficdcia do tratamento de quem ja esta com alguma dessas doencas.

Se o (a) Sr. (a) concordar em participar deste estudo. sera realizada uma coleta de 30 mL (equivalente a 2 colheres de
sopa) de sangue na veia para identificar substancias que o corpo humano produz contra o micrébio e para pesquisar o DNA do
micrébio do calazar ou da ferida brava. O exame na veia ndo causa nenhum desconforto além da “picada™ da agulha que pode
algumas vezes causar uma pequena mancha roxa (hematoma) que desaparece em alguns dias sem qualquer tratamento. Para
minimizar esse risco de ter a mancha roxa. o profissional que vai coletar o seu sengue tem muita experiéncia e a formacdo em
biomedicina. curso superior que ensina a fazer esse procedimento. Os resultados dos testes moleculares (pesquisa de DNA) feitos
nesse estudo serdo entregues ao Sr. (a.) ¢ ao seu médico assistente.

Garantimos que a privacidade do (da) Sr. (a) sera preservada e os dados pessoais serdo confidenciais e mantidos sob
sigilo. nao sendo divulgados em nenhuma hipotese. Antes da participacao no referido projeto. o senhor tem a total liberdade de
pedir qualquer esclarecimento adicional que julgue necessario. que sera esclarecido por um participante do estudo. O (A) Sr. (a)
podera recusar ou retirar o seu consentimento, em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer puni¢do ou prejuizo ao
acompanhamento clinico e terapéutico. O (a) Sr. (a) ndo tera nenhuma despesa e também nao receberd nenhuma remuneragdo. Se
vocé tiver algnm mal ou custo que tenha sido causado. de forma comprovada, por sua participagao nesta pesquisa. vocé podera
solicitar ressarcimento ou indeniza¢do por via legal.

O IAM/FIOCRUZ ira conservar, sob sua guarda. qualquer amostra de DNA até que esta pesquisa seja concluida.
Solicitamos sua autorizacdo para que a Fundacdo Oswaldo Cruz possa utilizar as informacdes obtidas neste estudo em reunioes.
congressos ¢ publicagoes cientificas preservando. neste caso, a sua identidade. Os dados fornecidos. coletados e obtidos a partir
desta pesquisa poderdo ser utilizados nas pesquisas futuras. Neste caso, o (a) senhor (a) sera consultado (a) antes da utilizacdo de
sua amostra em outra pesquisa.

Em caso de duvidas ou outras informagdes posteriores o (a) Sr.(a) podera entrar em contato com a equipe responsavel.
através dos telefones abaixo e caso exista a necessidade de apresentar recursos ou reclamacoes em relacdo a pesquisa podera
entrar em contato com o Comité de Etica do Instituto Aggeu Magalhies, através do telefone (81) 2101-2639, o qual tomara as
medidas cabiveis. Este termo devera ser rubricado por mim. Milena de Paiva Cavalcanti. e por vocé. em todas as paginas.

Consentimento pds-informacio

Eu, . fui informado sobre o que o pesquisador quer

fazer e porque precisa da minha colaboragdo. e entendi a explicacdo. Por isso. eu concordo com a minha participacdo no projeto.
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.

Este documento ¢ emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim ¢ pela pesquisadora, ficando uma via com cada um de
nos.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagao O Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhées

de de 20

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Nome do Membro da Equipe de Pesquisa:

Assinatura do Membro da Equipe de Pesquisa:

Nome da Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Endereco - Rua (participante) e telefone

Impressdo do dedo polegar
do paciente (caso ndo saiba
assinar).

93

Contatos:

Pesquisadora responsavel: Milena de Paiva Cavalcanti
E-mail: mp@cpgam.fiocruz.br

Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhaes
E-mail: comiteetica@cpqam.tiocruz.br
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Visceral leishmaniasis (VL) and heartworm disease are important parasitic infections to
affect domestic animals. Hindrances on diagnosis and the clinical outcomes
determined by the coexistence of these diseases are still poorly investigated. Thus, this
study aimed to analyze the possibility of cross-reactivity in serological tests for canine
VL performed in dogs co-infected with filariids, as well as to evaluate the frequency of
different clinical findings in these animals. Serologically positive dogs for VL were
included, being 35.85% co-infected. Morphological diversity of filarial worms from
different animals suggested more than one species, being D. immitis identified by PCR.
The possibility of a false-positive result for VL was verified in some animals.
Dermatitis/alopecia and cardiorespiratory alterations were more frequent in co-infected
animals. Finally, this study reinforces the importance to discuss about therapeutic
implications in coinfection and about changes in the diagnostic protocol adopted for the
control of the VL in Brazil.
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Immunoprophylactic Potential of a
New Recombinant Leishmania
infantum Antigen for Canine Visceral
Leishmaniasis: An In Vitro Finding

Rémulo Pessoa-e-Silva, Lays Adrianne Mendonga Trajano-Silva,
Victor Vaitkevicius-Antdo !, Wagner José Tendrio dos Santos’,
Franklin Barbalho Maga}ha'esz, Danielle Maria Nascimento Moura’,
Eiji Kevin Nakasone Nakasone®, Virginia Maria Barros de Lorena’
and Milena de Paiva-Cavalcanti’”

? Department of Microbiology, Aggeu Magahaes Institute, Recife, Brazi, 2 Tabosa de Almeida University Center, Caruaru,
Brazi, 3 Deparfment of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Pemambuco, Recife, Brazil

The development and application of safe and effective immunoprophylactic/
immunotherapeutic agents against canine visceral leishmaniasis (CanlL) have been
pointed out as the only means for the real control of the disease. Thus, this study
aimed to evaluate the in vitro cellular immune response of dogs, elicited by the new
recombinant proteins of Leishmania infantum, L.ci10 and Lcil1 3, in order to investigate their
potential for vaccinology. Twenty-four dogs were submitted to clinical, parasitological,
serological and molecular tests, and then separated into two study groups: 12 infected
(InD) and 12 non-infected dogs (NIND), and six of each group were directed for Lci10 and
Lci13 evaluation. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were cultured and
stimulated with Lci10 (10 pg/ml) or Lci13 (5 pug/ml), and with L. infantum soluble
antigen (LSA) (25 ng/ml) or no stimulus (NS) as controls. Afterwards, the mRNA levels
of different cytokines were quantified through gPCR, and Nitric Oxide (NO) production was
assessed in the culture supernatants. Significant differences were considered when p <
0.05. The comparative analysis revealed that, in the NInD group, Lci13 promoted a
significant increase in the expression of IFN-y in relation to LSA (p = 0.0362), and the
expression of this cytokine in NInD was significantly higher than that presented in the InD
(o = 0.0028). A negative expression for TGF-p was obtained in both groups. Lci13 also
induced a greater production of NO in relation to the NS sample in the NInD group. No
significant differences were observed after stimulation with Lci10. In conclusion, the
results suggest a protective role of Lcil13 for uninfected animals, thus with a potential for
immunoprophylaxis. The results will help to direct the antigen Lci13 for further studies
(pre-clinical trials), in order to determine its immunogenicity and reactogenicity effects, asa
way to consolidate its real applicability for vaccinology against CanlL.

Keywords: recombinant antigens, immunoprophylaxis, vaccinology, dog, visceral leishmaniasis
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Study of association of the rs2275913 IL-17A single nucleotide
polymorphism and susceptibility to cutaneous leishmaniasis caused by
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Cutaneous leishmaniasis (CL) caused by Leishmania braziliensis is the most spread clinical form of leishmaniasis
in Brazil. However, only a few part of the people infected develop clinically perceptive disease, suggesting the
influence of human genetic components in the CL pathogeny. The rs2275913 SNP is the nucleotide variant of the

Keywords:
Interleukin 17
Cutaneous leishmaniasis

SNP . IL17A gene. The A allele is associated with a vast number of infectious and non-infectious diseases. Here, we
;n;;n;::];l:;nhogenesu. investigated the association of the rs2275913 SNP (G/A) from IL-17A and two forms of susceptibility to CL in

Brazil by case-control study. Furthermore, we evaluated the functional relevance of this SNP during the immune
response of the host and analyzed its impact in the parasite elimination. Weak associations of A allele with
susceptibility to L. braziliensis infection or to symptomatic CL were observed, and a tendency of A allele carriers
to be more susceptible to infection and cutaneous disease. Functional analysis of the Th17 cell phenotypes
revealed lower frequencies of CD4+ IL-17+ cells in samples of infected people with AA/AG genotypes.
Furthermore, people carrying the A allele maintain higher parasite loads, reinforcing the genetic susceptibility
findings. This study adds knowledge about the influence of a significant genetic variation on IL-17 promoter on
CL pathogenesis, and may contribute to enhance the knowledge about the role of IL-17 in the L. braziliensis

infections.

1. Background

Cutaneous leishmaniasis (CL) is worldwide the most prevalent
clinical form of leishmaniasis which can be caused by many species of
Leishmania, distributed differently by geographical areas. Around 90%
of all CL cases occur in sub-developed or developing countries like
Brazil, where Leishmania braziliensis is the most spread specie, causing
mainly the localized form of CL [1,2]. In Brazil 26,008 cases/year were
reported in the last decade [1]. However, seroprevalence studies in-
dicate that only a very few part of the individuals infected with para-
sites of the Viannia subgenus (L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis,
and L. peruviana) develop skin lesions that characterize the cutaneous
disease [3].

The T CD4+ lymphocytes, also called T-helper (Th) cells, have a
central role in the immune responses against Leishmania sp. The

* Corresponding author.
E-mail address: mp@cpgam.fiocruz.br (M. de Paiva-Cavalcanti).

https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2019.154784

differential development of Thl or Th2-type responses translates di-
rectly to the spectrum of clinical presentations of CL in patients in-
fected, which can become asymptomatic or develop disease with dif-
ferent severity grades [4]. A successful immune response, which allows
parasite elimination without disease development, requires a balance
between the activation of IFNy/TNF-producing Thl cells, and the se-
cretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10 by Th2 cells [5]. It is
well established that clinical outcomes of CL caused by L. braziliensis are
due to exacerbated Thl activation, leading to decreased parasite load,
but causing severe tissue damage [6].

Studies of Th17 cells participation on CL have shown that these cells
perform a crucial role in the establishment of infection and in the
outcome of infection to disease. Th17 cells act through granulocyte
recruitment [7] and unbalance the Th1/Th2 equilibrium [8]. The T
CD4+ IL17+ lymphocites are characterized by the production of the

Received 22 December 2018; Received in revised form 23 May 2019; Accepted 16 July 2019

1043-4666/ © 2019 Published by Elsevier Ltd.
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The diagnosis of canine visceral leishmaniasis in Brazil: Confronting old
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Visceral leishmaniasis

In Brazil, the main strategy adopted to contain Visceral Leishmaniasis (VL) is the controversial culling of dogs
with reagent serology for Canine VL (CVL). Despite there are studies showing that significant reduction of human
Df’g . cases has not been observed, as well as there are works demonstrating the occurrence of false-positive results in
Diagnosis the confirmatory test, the protocol has been maintained. Researches that can reinforce the existence and per-
sistence of this problem, as well as bring concrete alternatives are pivotal. In this context, the aim of this work
was to evaluate and compare the serological, molecular and parasitological methods employed for CVL detection
in Brazil, in dogs with diverse clinical profiles, from two endemic areas of Pernambuco state. Comparisons
among TR-DPP’, EIE-LVC and qPCR (animals from Goiana-PE: 91) demonstrated that agreements varied from
‘poor’ to ‘moderate’ (kappa = 0.162-0.442), and a triple agreement occurred in 61.36% (54/88) of the samples.
The highest percentage of agreement was obtained between TR-DPP" and EIE-LVC within the polysymptomatic
group (93.33%; 14/15). Of the 34 dogs with reagent serology from Caruaru-PE, 17 (50%) and 29 dogs (85.29%)
were positive for gPCR and parasitological exam, respectively. By comparing serology, qPCR and parasitological
exam, the lowest percentage of agreements were obtained within the asymptomatic group (40%-72.72%). It was
possible to observe that the percentage of agreement tended to decrease according to the absence of clinical
manifestations in the dogs. Thus, from the fact that all diagnostic tools evaluated have their limitations, it is very
important to be careful before to propose an alternative set of diagnostic criteria. Besides, the answer for better
results in the control of CVL may not be in the choose of the best set of diagnostic tools, but it may be in the
strategy of culling itself. In this context, it is very important to invest in alternative control measures, such as
mass vaccination and treatment of dogs, thus reducing the transmission to the vector and helping to avoid new
canine and human cases.

1. Introduction number of infected individuals is higher than in any other country from

Latin America, and the victims are normally those with lower incomes

The zoonotic visceral leishmaniasis (VL) is a neglected and severe
disease = caused by  protozoan  parasites (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) of the genus Leishmania (Elmahallawy et al., 2014),
and it has been reported in several areas around the world, including
South America and Southern Europe (Dujardin, 2006). In Brazil, the

* Corresponding author.

from rural and peri-urban areas (Romero and Boelaert, 2010; Brasil,
2014). In the biological cycle of VL, domestic dogs are considered a key
element, since the infected animals may harbor in their dermis a high
number of macrophages infected with amastigote forms, thereby be-
coming infective to the vector (Neves, 2016). The proximity to the

E-mail addresses: romulops12@gmail.com (R. Pessoa-e-Silva), victorvaitkeantao@gmail.com (V. Vaitkevicius-Antao),
thiago.biovet@gmail.com (T.A.S. de Andrade), annycaroliny.os@gmail.com (A.C. de Oliveira Silva), gilsanaraujo@gmail.com (G.A. de Oliveira),
laystrajano@gmail.com (L.A.M. Trajano-Silva), eijitus@gmail.com (E.K.N. Nakasone), mp@cpqam.fiocruz.br (M. de Paiva-Cavalcanti).

https://doi.org/10.1016/j.exppara.2019.02.012
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Abstract

New therapeutic strategies have been studied for visceral leishmaniasis (VL) and for the
development of an immunotherapeutic, it is necessary that the new molecule modulates the
host's immune response, being as essential as directly eliminating the parasite. The aim of this
study was to evaluate in vitro bioactive extracts of photosynthetic microorganisms (PMs) for
their leishmanicidal and immunomodulatory potential for VL. Bioactive extracts from PMs
(Arthrospira platensis and Dunaliella tertiolecta) through sonication. Reference drugs,
Milteforan™ (MTF) and Glucantime® (SbY) were also evaluated for comparison. The
selectivity indices (SI) of all treatments were determined from assays of inhibitory
concentration (ICso) in Leishmania infantum cells and cytotoxic concentrations (CCsp), in
human cells through the MTT method. The immune response was evaluated in healthy human
cells through the production of cytokines (Flow Cytometry) and nitric oxide (NO), in addition
to gene expression (RT-gPCR), stimulating with four concentrations (CCso; % of CCso; ¥4 of
CCso and ICsp).

1. INTRODUCAO

Entre os obstaculos a serem superados para o controle da LV, estd a caréncia de
alternativas terapéuticas. A droga de primeira escolha para o tratamento de humanos com LV é
o Antimoniato de n-Metilglucamina (Glucantime®) e para cdes com LV é a Miltefosina
(Milteforan™), as quais possuem uma alta toxicidade para o hospedeiro e vém apresentado
falhas no tratamento, além de haver relatos de resisténcia do parasito (PONTE-SUCRE et al.,
2017).

Para o0 sucesso terapéutico da LV, acredita-se que haja uma dependéncia, a0 menos em

parte, das alteragGes na resposta imune do hospedeiro frente ao parasito; neste contexto, 0 uso
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de drogas imunomoduladoras que consigam reverter o perfil imunolégico do hospedeiro,
estimulando um perfil de resisténcia ao parasito, pode ser importante na complementacéo do
tratamento convencional, ajudando na melhora clinica do paciente (PROVERBIO et al., 2014).
Para se investigar uma resposta imune protetora estimulada por um candidato terapéutico, a
compreensdo dos mecanismos imunoldgicos nas leishmanioses é essencial, uma vez que esses
parasitos desenvolveram, ao longo da evolugéo, varios mecanismos de evasdo para sobreviver
ao sistema imunoldgico do hospedeiro (SUKUMARA; MADUBALA, 2004).

A resposta imune celular do hospedeiro é mediada pelos linfécitos T CD4" que, de
forma simplificada, podem apresentar dois tipos de perfis: o de resisténcia (Thl) e o de
susceptibilidade (Th2). No perfil Thl ocorre a producgéo de citocinas como Interferon gama
(IFN-y), Fator de Necrose Tumoral (tumor necrosis fator - TNF) e Interleucina 2 (IL-2), que
estdo associados ao controle da infeccdo pela ativacdo dos macrofagos,producdo de oxido
nitrico (NO — Nitric Oxide) e consequente destruicdo dos parasitos intracelulares. Por outro
lado, o perfil Th2 tem como caracteristica a sintese de citocinas como Interleucina 4 (IL-4),
Interleucina 10 (IL-10) e Fator de Crescimento Tumoral beta (tumor growth factor beta - TGF-
B), as quais favorecem o surgimento da doenga e seus sintomas, com inibicao de NO sintetizado
por macrofagos ativados, propiciando assim a sobrevivéncia dos parasitos (ALEXANDER,;
BROMACHER, 2012; BHOWMICK, RAVINDRAN, ALI, 2014; MORENO et al., 2014;
RESENDE et al., 2013).

Outros subtipos celulares como as células T reguladoras (Treg) e Th17, também podem
apresentar um papel importante na susceptibilidade e resisténcia contra as leishmanioses
(NYLEN; GAUTAM, 2010; ZHU et al., 2010). No entanto, apesar de o paradigma Th1/Th2
(resisténcia/susceptibilidade) ser um modelo simplificado, varios estudos tém demonstrado sua
fundamentacdo (COSTA-PEREIRA et al., 2015; SHAHBAZI et al., 2015; SOLANO-
GALLEGO et al., 2016).

A partir desse conhecimento sobre o perfil imunoldgico, pode-se realizar estudos que
busquem investigar novas moléculas com potencial contra a leishmaniose visceral. Dentre 0s
possiveis candidatos a terapia, estdo 0s bioativos provenientes de organismos marinhos, como
0s dos microrganismos fotossintetizantes, que podem ser promissores para 0s estudos de
investigacdo terapéutica, uma vez que, possuem uma diversidade de metabdlitos que podem
apresentar atividades bioldgicas ainda ndo exploradas. Deste modo, com uma visdo mais ampla
para o controle das leishmanioses, este estudo objetivou avaliar in vitro o potencial terapéutico
para LV desses compostos sintéticos e extratos bioativos de algumas espécies de

microrganismos fotossintetizantes em células humanas e caninas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo dos extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes

Foram cultivados dois microrganismos fotossintetizantes (MFs), nos quais foram
selecionados a partir da colecdo de cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010): a
cianobactéria Arthrospira platensis (Utex, 1926), e a cloréfita Dunaliella tertiolecta (Utex,
1644). Os cultivos dos microrganismos foram realizados em frascos de Erlenmeyer com volume
de cultivo de entre 200 e 400 mL de seus respectivos meios de cultura, com uma concentracao
celular inicial de 50 mg/mL, a uma temperatura de aproximadamente 28 °C e iluminancia de
24 umol fétons m2 s, Para a cianobactéria os cultivos foram realizados em mesa agitadora.

Apbs a finalizacdo do cultivo, a biomassa foi liofilizada, ressuspendida em um tampéo
de Tris HCI 0,1M e entéo as células foram lisadas pelo método de sonicagdo (20 pulsos de 60
segundos, com intervalos de 60 segundos). Logo ap6s a obtencao dos sobrenadantes do extrato,
foi realizada a determinacdo da concentracdo proteica, sendo realizada a dosagem pelo kit BCA
(BCA™ Protein Assay Kit, Thermo-Scientific). Os extratos obtidos foram submetidos a

filtracdo em filtro de 0,22uM, os quais foram utilizados para a avaliacdo da atividade biologica.

2.2. Cultivo de L. infantum

Formas promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR/1972/BH46) foram expandidas
em cultura em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) de pH 7,2 contendo 10% de soro bovino fetal
(SBF) e 1% de antibidtico (penicilina 200U/mL). Os repiques foram realizados entre o terceiro
e quarto dia de cultivo, e incubados em uma estufa de demanda bioquimica de oxigénio
(B.0O.D.) até a fase de crescimento exponencial, para serem utilizados nos ensaios de efeito
leishmanicida.

Para a obtencdo das fracBes antigénicas, a massa parasitaria foi submetida a trés
lavagens com salina tamponada (PBS — pH 7,2) atraves de centrifugacdes a 1000 x g, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi removido e armazenado a -20°C. O pellet resultante foi
ressuspendido utilizando 1mL de PBS, para cada 1x10° parasitos. Em seguida, acrescentou-se
o0 inibidor de proteases PMSF (Phenylmethyl-Sulfony Floride) (10mg/mL) para cada 1mL da
solugdo. Posteriormente, as células foram submetidas a rapidos congelamentos (-197°C) no
Nitrogénio Liquido, seguidos de descongelamento (40°C) em Banho-Maria. Logo depois, a
suspensdo celular foi submetida ao processo de ultrassonicacao (60 segundos/ 40W), por trés

vezes, sendo centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4°C.



101

O sobrenadante resultante foi a fracdo antigénica soltvel (L. infantum soluble antigen:
LSA). As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), e a fracdo estocada a

-80°C. O LSA foi utilizado nos ensaios de cultura celular.

2.3. Coleta de material biologico e consideracdes éticas

Apos antissepsia com algoddo embebido em alcool etilico 70%, com auxilio de agulhas
25x0,7 mm, foram coletados de dois a quatro mL de sangue total de humano, acondicionados
em tubos de coleta a vacuo com anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid)
(Vacutainer®), para o diagnéstico por qPCR da LV e LT. Para a avaliagdo da resposta imune e
realizacdo das culturas de células, foram coletados 20 mL de sangue divididos em 2 tubos
Vacutainer® com anticoagulante heparina (2 x 10 mL).

Antes dos procedimentos de coleta, individuos humanos inclusos no estudo foram
convidados a participar e assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
autorizando a utilizacdo do material coletado para fins cientificos. Este estudo esté inserido no
projeto “Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias de controle para as
leishmanioses.” que possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-IAM): parecer
4.077.060 (FIOCRUZ/PE).

2.4. Diagnostico para LV

- Exame molecular: para extracio de DNA foi utilizado o QlAamp® DNA Minikit (QIAGEN®),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para a detec¢do de L. (L.) infantum, foi realizada uma
gPCR usando o sistema LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009), além da utilizacdo do
sistema KDNAL (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013) para excluséo de casos de Leishmaniose

Tegumentar Americana.

2.5. Obtencéo de PBMC e cultivo celular

Ao sangue heparinizado foi adicionado PBS (pH 7,2) na proporc¢éo de 1:1. Essa mistura
foi adicionada ao Ficoll-hypaque na propor¢do de 1:3 para obtencdo do anel de Células
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cells) ap6s
centrifugacdo a 900 x g por 30 minutos sem freio. As células foram lavadas duas vezes em PBS,
sendo posteriormente ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com SBF a
10% e 1% de penicilina/estreptomicina (200 U/mL). As células foram contadas em camara de

Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan. O valor obtido de células foi ajustado para a
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concentracéo de 1x10° células/mL através da adigdo de meio RPMI 1640 suplementado com
SBF a 10%, para a utilizagdo nos ensaios.

2.6. Determinacdo do Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) foi calculado através da razdo entre a concentracao
citotoxica 50% (CCsp) e a concentracdo inibitoria de 50% (ICso — inhibitory concentration). A
determinacdo da CCsg foi feita a partir de experimentos realizados com células humanas, por
sua vez a ICso foi determinada em células promastigotas de L.infantum. Todas as células foram
tratadas com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e as drogas de
referéncia. Como drogas de referéncias, foram utilizados Glucantime® (Antimoniato de n-
Metilglucamina - Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.), e Milteforan™ (Miltefosina - Virbac do

Brasil Industria e Comércio Ltda.), por meio do principio ativo sintetizado comercialmente.

2.7.1. Viabilidade Celular

PBMC de humanos saudaveis foram cultivados em placas de 96 pogos e tratados com

0s extratos naturais para a realizacdo dos ensaios de avaliacdo da concentracdo citotdxica de
50% (CCsp). O tratamento das células foi realizado em triplicata para cada estimulo, incubando
por 24 horas, contendo 1x10° células/mL, utilizadas as concentracdes de 62,5 a 1000ug/mL
(BASAK et al., 2017; CORREIA et al., 2016). Ap6s o tempo de cultivo, foi descartado o
sobrenadante e adicionado o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide) na concentracdo de 1 mg/mL, solubilizado em meio RPMI 1640 sem vermelho de
fenol, deixando incubado na estufa a 37°C durante 3 horas. Posteriormente, os cristais de
Formazan formados foram solubilizados com DMSO (Dimetilsulféxido) e entdo feita a leitura
em espectrofotdbmetro a 540nm (MOSMANN, 1983).

2.7.2. Efeito leishmanicida

Células de L. infantum na forma promastigota foram cultivadas para a avaliacdo da
concentracdo inibitdria de 50% (ICso — inhibitory concentration) dos extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes. O tratamento das células foi realizado em triplicata para
cada estimulo, incubando por 48 horas numa placa de 96 pogos, contendo 1x10° células/mL
(KHADEMVATAN et al., 2017). Ap6s o tempo de cultivo, as células foram contadas e
avaliadas quanto a sua morfologia em microscopio Optico. Para 0s extratos naturais utilizou-se
concentragdes proteicas de 15,63 a 500pug/mL (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al.,
2017). Para o Antimoniato de N-metilglucamina e a Miltefosina, a curva de concentragéo foi



103

de 15,63 a 250pg/mL e 0,1 a 4pg/mL, respectivamente (MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008;
2011).

2.8. Andlise de resposta imune

Uma amostragem de conveniéncia (REIS, 2003) foi adotada, sendo coletado o sangue
de seis individuos humanos saudaveis (VIANA et al., 2018). Portanto, individuos humanos sem
sinais clinicos, que ndo receberam transfusdo sanguinea e que foram negativos nos testes
moleculares realizados para as leishmanioses, foram enquadrados na pesquisa.

As culturas de PBMC foram realizadas em placas de 48 pocos de poliestireno, contendo
5x10° células/pogo, foram estimuladas com o mitdgeno Fitohemaglutinina (PHA) (10 ug/mL)
(controle positivo do cultivo), o antigeno solivel de L. infantum (LSA) (25 pg/mL),
Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina e os extratos naturais. As concentragfes das
drogas de referéncia e extratos naturais foram os valores da CCso; %2 da CCso; ¥4 da CCso € da

ICs0. Pocos sem estimulo serviram como o controle negativo.

2.8.1. Avaliacdo da producdo de citocinas

A partir dos sobrenadantes de culturas de PBMC humano foi realizada a dosagem da
secrecdo de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, 1L-10) utilizando o kit BD™ CBA Human
Th1/Th2 Cytokine (Becton Dickinson). A leitura foi realizada no equipamento de citometria de
fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson), conforme as instru¢Ges do fabricante. Os resultados
foram analisados utilizando o software FCAP Array 1.0 (Becton Dickinson), sendo

normalizados com os resultados obtidos pelas células sem estimulo.

2.8.2. Avaliacio da producdo de Oxido Nitrico

A quantificacdo dos niveis de NO foi realizada indiretamente pela medicéo do nitrito
nos sobrenadantes das culturas, pela reacdo de Griess, de acordo com Resende et al. (2013). Os
estimulos (LSA, Antimoniato de n-Metilglucamina; Miltefosina e os extratos naturais) foram

comparados ao controle negativo (PBMC sem estimulo).

2.8.3. Avaliacdo da expressdo de RNA mensageiro

Foi realizada a avaliagdo da expressao relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos fatores
transcricionais especificos (T-bet; GATA3; RORc e FOXP3), a partir do cultivo de PBMC
humano saudavel. Apos o tempo de cultivo, foi realizada a extracdo do RNA pelo método de
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TRIzol®(Invitrogen), realizando a dosagem da concentragdo de mRNA em espectrofotémetro
e armazenando a -80°C.

Apls a obtencdo do mRNA, foi realizada uma transcricdo reversa para DNA
complementar (cCDNA) atraves do kit comercial TagMan Reverse Transcription reagentes
(Applied Biosystems). As condi¢des de ciclagem utilizadas seguiram as instrucdes do
fabricante (25°C por 10 minutos; 37°C por 30 minutos; 95°C por 5 minutos; 4°C até retirar).

A partir do cDNA foi realizada uma qPCR em tempo real (Sistema TagMan®) através
do sistema de deteccao de sequéncias QuantStudio 5 e usando o kit TagMan® Gene Expression
PCR Master Mix (Applied Biosystems) para as 0s genes reguladores principais T-bet/Tbx21
(ID: Hs00894392_m1), GATA3 (ID: Hs00231122_m1), RORc (ID: Hs01076112_m1l) e
FOXP3 (ID: Hs01085834_m1). Como controle enddgeno da reacdo sera utilizado o GAPDH
(ID: Hs02786624 g1l). Todas as amostras foram analisadas em duplicata e expressas como a

média + desvio-padrdo, tendo como calibrador o mitégeno PHA.

2.9 Anélise dos dados

Para determinar o valor da CCso e I1Cso foram realizadas andlises de Regressdo por
Probit, através do software IBM SPSS Statistic 25. Foram realizadas também analises
comparativas por técnicas de estatistica descritiva por meio de distribui¢bes absolutas e
percentuais. Foi empregado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, e de acordo com a
andlise, foi realizado o teste T de Student (paramétrico) ou teste de Mann-Whitney (ndo-
paramétrico), para comparagdes entre duas categorias, ou a analise de variancia ANOVA One-
way com Pés Teste de Tukey (paramétrico) ou Kruskal-Wallis com Pos-Teste de Dunns (nao-
paramétrico), para comparacdo entre mais de duas categorias. Analises de correlacdo também
foram realizadas através do teste de Pearson (paramétrico) e teste de Spearman (ndo-
paramétrico). Todos os testes foram realizados com auxilio do programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc. 2007, San Diego, CA, USA), sendo considerados significativos
quando p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Determinac&o do Indice de seletividade

Foram realizados o0s ensaios de determinacdo de CCsp e I1Cso, sendo observado que o
extrato de A. platensis possui a menor toxicidade para o PBMC humano, apresentando uma
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CCso de aproximadamente 1000pg/mL. Por sua vez, a D. tertiolecta apresentou uma maior
toxicidade para L. infantum, com uma menor ICsyo.

Ao analisar as drogas de referéncia, Antimoniato de n-Metilglucamina (SbY) e
Miltefosina (MTF), pode-se observar que MTF é mais toxica para as células de L. infantum
como também para as células do hospedeiro. Apesar da alta toxicidade, o IS humano para MTF
é mais de 100 vezes maior do que os demais trataments. Por sua vez, o SbV apresentou 0 menor
IS, demonstrando que os extratos sdo mais seletivos do que a droga de referéncia usada
atualmente para o tratamento da LV. Os valores de CCso e 1Cs0o, bem como o IS, estdo

apresentados na Tabela 1.

1Cso CCs IS
Tratamentos L.infantum PBMC Humano CCaf IC
(ug/mL) (ug/mL) v
A. platensis 259,20 986,11 3,80
D. tertiolecta 53,75 252,55 4,70
ShY 195,15 412,46 2,11
Miltefosina 1,23 159,49 129,6

Tabela 1. Atividade leishmanicida (ICso) em promastigotas e efeito citotoxico (CCso) em células humanas
tratadas com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes e drogas de referéncia. IS: indice de
seletividade. PBMC: células mononucleares do sangue periférico.

3.2. Analise de resposta imune
3.2.1. Quantificacdo de citocinas

A partir dos sobrenadantes das culturas de PBMCs estimuladas, foi realizada a dosagem
das citocinas. Para os extratos, observamos que tanto o da espécie A. platensis como D.
tertiolecta produzem citocinas do perfil Thl, em todas as concentracfes avaliadas,
demonstrando um estimulo positivo contra a LV (Figural). Um destaque para a citocina do
perfil Th2 (IL-10), a qual diminui sua producdo gradativamente de acordo com o aumento da
concentracdo dos extratos, havendo uma diferenca estatistica significativa entre as
concentracdes para o extrato de A. platensis (p-value=0,031) e D. tertiolecta (p-value=0,007).
A Tabela 2 apresenta os valores médios da producéo das citocinas, em pg/mL, apos o estimulo
celular com as quatro concentracGes de cada extrato.

Comparando os resultados obtidos do extrato de A. platensis com o LSA, observa-se
que, para todas as concentragcfes, houve uma resposta protetora Thl, com estimulo de IFN-y
superior a observada com a infecgdo natural mimetizada pelo LSA, havendo diferenca
estatistica significativa para a concentracdo da ICso (p-value=0,032). Para todas as
concentragdes, 0 extrato ndo possuiu uma produgdo do TNF superior ao LSA, havendo

diferencas estatisticas significativas, porém estimula mais a producdo dessa citocina do as
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células sem estimulo. Ja o extrato de D. tertioleta em comparagdo com o LSA, observa-se que,
para todas as concentragdes, houve uma resposta protetora Thl, com estimulo de TNF superior
a observada com o LSA. Além disso, na concentracdo de CCso, houve producdo de IL-10
inferior ao LSA, (p-value=0,002), e também para o IFN-y (p-value=0,008).

Ao analisar a correlagdo das citocinas para os extratos, foi observado que entre TNF e
IL-4 nas concentragOes da CCso e %2 da CCsg do extrato de A. platensis, houve uma correlagéo
muito forte significativa negativa (r=-0,92; p-value= 0,02) e positiva (r=0,97; p-value= 0,01),
respectivamente. Para o extrato de D. tertiolecta, houve correlacdes muito forte, porém

nenhuma significativa.

A. platensis
Citocinas CCso % CCso % CCso 1Cso p-value
IFN-y 13,63 11,90 12,54 14,78 0,92
TNF 40,71 41,27 61,19 64,18 0,63
IL-10 48,77 137,2 229,9 255,7 0,031*
IL-4 0,21 0,33 -0,03 0,18 0,21
IL-2 -1,03 -0,46 -1,20 -0,72 0,48
D. tertiolecta
Citocinas CCso % CCso Y4 CCso I1Cso p-value
IFN-y -3,502 0,674 4,542 5,504 0,20
TNF 225,0 1433 160,2 146,0 0,48
IL-10 -21,48 37,85 175,1 146,3 0,007*
IL-4 -0,038 0,20 -0,148 0,142 0,51
IL-2 -0,942 -0,43 -0,704 -1,074 0,43

Tabela 2. Médias das concentracdes em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com os
extratos de Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta. CCso (Concentragdo Citotoxica de 50%); ICso
(Concentracdo Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05).

As drogas de referéncia apresentaram uma supressdo imunoldgica, com excecao da
citocina TNF, que teve uma produc¢do maior pelas células estimuladas com % da CCso da MTF;
e a IL-10, que foi produzida pelas células estimuladas com todas as concentragdes do ShV, além
da concentracdo de ICsop da MTF. A Tabela 3 apresenta os valores médios da producéo das
citocinas a partir das concentracdes de cada droga. Em relacéo a correlacéo entre as citocinas,
para 0 SbY, houveram correlagdes muito forte, mas ndo signigicativa, por sua vez, paraa MTF
foi possivel observar correlagdes negativas muito fortes e significativas entre IL-4 e IL-2 na
concentragédo da CCso (r=0,90; p-value=0,03), e entre TNF e I1L-10 na concentracdo da ICso (r=
0,91; p-value=0,01).
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Figura 1. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes. A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da
CCs); D (valor da ICsp); LSA (Antigeno Soltvel de Leishmania infantum); Ap (Arthrospira platensis) e Dt
(Dunaliella tertiolecta). * (p-value < 0,05).
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Antimonial de n-Metilglucamina

Citocinas CCso % CCso % CCso ICso
IFN-y -2,853 -3,743 -1,335 2,000
TNF -2,603 -0,300 -0,418 0,900
IL-10 8,112 2,213 4,268 11,82

IL-4 -0,398 -0,403 -0,288 0,298
IL-2 -1,138 -1,395 -0,720 -0,640
Miltefosina

Citocinas CCso % CCso %4 CCso ICso
IFN-y -4,660 -4,635 -3,998 1,538
TNF -8,105 -4,945 0,635 -2,138
IL-10 -35,08 -35,16 -34,54 0,128
IL-4 -0,263 -0,39 -0,185 -0,273
IL-2 -1,670 -1,748 -1,508 -1,138

Tabela 10. Médias das concentra¢des em pg/mL das citocinas produzidas pelas células estimuladas com as
drogas de referéncia. CCso (Concentragdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%).

3.2.2. Quantificacio de Oxido Nitrico

Para os extratos, foi observado que ha uma producdo do NO um pouco maior quando
comparado as células sem estimulo e estimuladas com o LSA (o qual demonstra uma reducéo
na producdo de NO, quando comparado as células sem estimulos). E observado também que a
dosagem do nitrito esta diretamente proporcional com a concentracdo do estimulo (Figura 2).
Diferencas estatisticas significativas sao observadas entre a maior concentracdo (CCsp) de cada
extrato com o LSA (A. platensis: p-value=0,017; D. tertiolecta: p-value= 0,005).

Por sua vez, as DRs também obtiveram uma medicao de nitrito um pouco maior do que
guando comparado as células sem estimulo e estimuladas com o LSA, porém ndo havendo a
proporcionalidade entre dosagem e concentracdo. Para o SbY, ocorreu diferenca estatistica
significativa entre as concentracGes de %2 da CCso (p-value=0,028) e ¥ da CCso (p-value=0,023)
com o LSA, e ja para a MTF, uma diferenca estatistica significativa entre a CCso e LSA (p-
value=0,041).
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Figura 2. Medicdo do nitrito ap6s os estimulos das células com os extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes. A (valor da CCs); B (metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCs); D (valor da
ICs0) e LSA (Antigeno Sollvel de Leishmania infantum — 25ug/mL).

3.2.3. Expresséo génica

A partir dos resultados da producdo de citocinas e do 6xido nitrico, foi realizada a
avaliacdo da expressao génica apenas para 0s extratos naturais e drogas de referéncia. A partir
das células estimuladas, foi realizado a extracdo do RNA mensageiro e feita a transcricdo
reversa para cCDNA para a quantificacdo, tendo como alvos os genes Thx21, GATA3, RORc e
FOXP3, os quais estdo relacionados com a inducdo da diferenciagéo das células T para os perfis
Th1, Th2, Th17 e Treg, respectivamente.

Ao analisarmos os resultados da expressdo génica estimulada com os extratos naturais
(Figura 3), observa-se que em todas as concentracOes do extrato de A. platensis existe um
equilibrio entre o perfil Th1/Th2, com a média da expressdo do gene Thx21 maior do que a do
GATAS3 na maior concentracdo de estimulo, resultados semelhantes ao LSA. Por sua vez, o

gene FOXP3, somente na maior concentragdo, apresentou uma expressdo negativa, e tendo o
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gene RORc variando bastante de concentragdo para concentragdo, apresentando uma maior
expressao na concentracdo de ¥4 da CCso (Tabela 3).

Ja para o extrato de D. tertiolecta, pode-se observar que nas menores concentracfes
ocorreu um equilibrio entre todos os genes indutores, com a média de expressdo do gene
GATAS inferior aos demais. Como melhor resultado apresentado, a concentragao de ¥2 da CCso
estimulou uma expressao positiva equilibrada entre os perfis Th1xTh17xTreg, com expressao
negativa de GATAZ3, o qual induz o perfil Th2, e diferenca estatistica significativa quando
comparado ao LSA (p-value=0,009). Na maior concentracdo, houve apenas a expressdo
positiva do gene RORc.

Analisando a correlagéo entre os genes, para a A. platensis foi observado uma correlagéo
positiva muito forte significativa entre Thx21 e RORc na concentracao de ¥z da CCsp (r= 0,95;
p-value=0,047). Em relacdo a andlise de correlacdo do extrato de D. tertiolecta, nas

concentragOes testadas ndo foram observadas correlagdes significativas.

Arthrospira platensis

Genes CCsxo %% CCso %4 CCso 1Cs0
Thx21 0,49 0,36 0,57 0,67
GATA3 0,30 0,47 0,64 0,62
RORc 0,05 -0,14 0,38 0,05
FOXP3 -0,04 0,29 0,21 0,51
Dunaliella tertiolecta
Genes CCsxo % CCso %4 CCso 1Cs0
Thx21 -0,02 0,69 0,73 0,71
GATA3 -0,41 -0,20 0,49 0,24
RORc 0,19 0,65 0,69 0,64
FOXP3 -0,05 0,29 0,79 0,88

Tabela 3. Quantificacdo relativa da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos ap6s o estimulo
das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. CCso (Concentragdo Citotdxica de
50%); ICso (Concentragdo Inibitdria de 50%).
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Figura 3. Quantificacédo relativa (RQ Log10) da expressao génica dos fatores transcricionais especificos ap6s
o estimulo das células com os extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes. A (valor da CCso); B
(metade do valor da CCsp); C (um quarto do valor da CCsg); D (valor da ICsp); LSA (Antigeno Soldvel de
Leishmania infantum — 25pg/mL); Ap (Arthrospira platensis) e Dt (Dunaliella tertiolecta). Calibrador usado foi
0 PHA. * (Diferenca estatistica = p-value < 0,05).
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4. DISCUSSAO

Na pesquisa de identificacdo de novas estratégias terapéuticas, a baixa toxicidade as
células do hospedeiro € um dos fatores importantes para ser considerado como um bom
candidato terapéutico (BHARGAVA,; SINGH, 2012). Deste modo, o extrato de Arthrospira
platensis demonstrou um valor de CCsg mais elevado do que os principios ativos das drogas
atualmente utilizadas para o tratamento de LV e LVC (Glucantime® e Milteforan™,
respectivamente).

Como candidatos alternativos ao desenvolvimento de terapicos, 0s organismos
marinhos fotossintetizantes vém sendo estudados quanto sua capacidade anti-Leishmania, no
entanto, estudos avaliando fitoplanctons quanto seu efeito contra espécies de Leishmania sp.
sdo bem escassos, sendo somente relatado por Pereira et al. (2015), o qual avaliou a atividade
leishmanicida de extratos metandlicos de quatro espécies de Chlorophytas, de trés géneros
diferentes (Nannochloris, Picochlorum e Desmochloris). Assim, faz necessario mais estudos
sobre os efeitos leishmanicidas de microrganismos marinhos fotossintetizantes, demostrando a
importancia do presente trabalho. Entdo, ao comparar com os resultados obtidos pelos extratos
das espécies de Chlorophytas por Pereira et al. (2015), é possivel notar que os extratos de
Dunaliella tertiolecta apresentou um valor menor de ICso, Ou Seja, mostrando uma maior
atividade leishmanicida, uma vez que, a concentracao de 250ug/mL utilizada de Nannochloris
sp. reduziu apenas 38% a viabilidade de L. infantum.

Ao observar a atividade leishmanicida dos extratos naturais deste estudo, nota-se que 0s
valores de 1Cso séo inferiores quando comparados com os alguns extratos organicos de origem
vegetal avaliados por Bouyahya et al. (2017), o qual tiveram uma variacdo de ICso entre 82,39
até 500ug/mL sendo mais toxicos para L. infantum. Fazendo uma nova comparacao, sendo que
dessa vez, com isolados de meroditerpendides provenientes de uma macroalga marrom
(Cystoseira baccata) avaliados por Sousa et al. (2017), é possivel observar que o IS do extrato
de D. tertiolecta é maior, uma vez que, o IS obtido pelo autor foi menor que 10, usando
macrofagos peritoneais de murinos, demonstrando que os extratos aqui estudados podem ser
considerados possiveis promissores.

Apesar dos extratos de todas as espécies aqui estudadas ndo apresentarem um IS maior
que 10 nos ensaios com células humanas, ndo exclui a possibilidade desses extratos possuirem
um potencial imunomodulador. Pois, como observado nos estudos de Costa-Silva et al. (2019),
isolados provenientes de produtos naturais possuiram atividade imunomodulatéria contra L.

infantum, tendo a capacidade de reduzir a producdo de citocinas do perfil Th2, além de
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estimular quimiocinas associadas a diminuicdo da carga parasitaria, mesmo seus isolados
apresentando IS menor que 10.

Ao avaliar a resposta imune induzida pelos extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes das espécies A. platensis e D. tertiolecta, € observado um estimulo
imunologico positivo das células. Diferentes concentracdes foram estudadas, porém todas
mantém o mesmo padrdo geral de resposta imunoldgica, equilibrio entre citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias, com algumas concentracfes tendo um destaque um pouco
maior das citocinas de perfil Thl.

A A. platensis é uma cianobactéria que possui algumas atividades bioldgicas ja
conhecidas ha alguns anos pela comunidade cientifica. O potencial imunomodulador que esse
microrganismo possui € algo ja observado na literatura, o qual tem demonstrado estimular a
producédo de IFN-y e TNF, reduzindo a produgdo de IL-10, tanto em camundongos (SHOKRI
etal., 2014), como em PBMC humano (MAO et al., 2000). Além do extrato em si, uma proteina
isolada de A. platensis, a ficocianina (pigmento fotossintético), estudada por Sheikh et al.
(2014) realizando o tratamento de PBMC, demonstrou também um aumento de IFN-y. Esses
achados corroboram com o encontrado no presente trabalho, o qual observou uma producéo de
IFN-y e TNF maior quando comparado as células sem estimulo, e com destaque especial para
0 IFN-y que possuiu ainda uma sintese maior quando comparado ao LSA, havendo uma
diferenca estatistica na menor concentragao.

Além da producao de citocinas do perfil Thl, o extrato de A. platensis também induziu
a sintese do fator leishmanicida, NO, o que fortalece a hipdtese desse extrato ser um bom
candidato terapéutico para a LV. A expressdo dos genes dos fatores transcricionais especificos
demonstrou um equilibrio, ndo havendo diferengas estatisticas significativas, porém
fortalecendo a hipotese que esse extrato estimula a modulacdo da resposta imunoldgica ao
expressar o gene Thx21, responsavel por ativar a diferenciacéo dos linfocitos Thl.

Por sua vez, a D. tertiolecta é uma microalga hal6fila, j& conhecida também pela
comunidade cientifica. Poucos estudos relatam a atividade imunologica dessa espécie, havendo
mais estudos relacionados com suplementacdo alimentar animal. Desses estudos escassos
relacionados a resposta imune, a atividade imunoldgica dessa espécie foi observada in vitro em
PBMC apenas de ovinos, o qual foi visto a capacidade de fitosterois dessa espécie estimular
uma resposta imunoldgica. Dentre esses fitoesterois, o 7-dehidroporiferasterol e ergoesterol
induziram a producéo da citocina IL-10 e reducdo de IL-6 e TNF, demonstrando um papel anti-
inflamatério (CILIBERTI et al., 2017). Da mesma forma, no trabalho de Caroprese et al. (2012)

foi observado aumento da sintese de IL-10, com reducdo de citocinas pro-inflamatorias, além



114

de identificar uma dose-dependente com a IL-10, o que também foi encontrado em nosso
estudo, no entanto, em nossos resultados foi observado que com o0 aumento da concentragao
ocorre uma reducéo da IL-10.

Em nosso estudo o extrato de D. tertiolecta apresentou uma alta producdo de TNF,
superando o LSA, e baixa sintese de IL-10, menor que o LSA, principalmente nas maiores
concentragdes testadas. A divergéncia dos resultados apresentados nesse trabalho com os
encontrados na literatura, pode ser devido a diferenca das moléculas, uma vez que o extrato
estudado no presente estudo foi de constituicdo proteica e nos trabalhos de Caroprese et al.
(2012) e Ciliberti et al. (2017) foram provenientes de isolados de fitosterois.

As citocinas produzidas pelo perfil Thl estdo diretamente relacionadas com a produgéo
do fator leishmanicida, e esse perfil foi apresentado pelos extratos aqui estudados, 0s quais
estimularam a sintese de IFN-y e TNF, além da produgdo do NO. Esses resultados também
corroboram com os dados encontrados na andlise da expressdo génica dos fatores
transcricionais, que demonstrou o gene Thx21 um pouco mais expresso que o GATAS3 ou
FOXP3, dependendo da concentracdo utilizada.

As correlacBes (positiva ou negativa) muito forte encontradas pelo estimulo com os
extratos, tanto para as citocinas como 0s genes dos fatores transcricionais, sdo bastante
interessantes. A correlagdo negativa muito forte, apesar de ndo significativa, encontrada entre
TNF e IL-10 para o extrato de D. tertiolecta, é observada nos gréaficos e corrobora com a
hipbtese de que a producdo da IL-10 foi dose-dependente. Para a A. platensis, foi possivel
observar também correlacBes negativas muito fortes, porém ndo significativas, entre a
correlagéo entre TNF e as citocinas do perfil Th2, pode sugerir um potencial imunomodulador.
A correlagdo positiva muito forte, mas ndo significativa, entre as citocinas TNF e IL-4 vale
também o destaque, uma vez que o aumento de uma citocina do perfil Thl juntamente com
citocinas anti-inflamatdrias, podem combater o parasito, pois um equilibrio entre os dois perfis
(mas com predominancia de Thl) é importante para alcancar o controle da doenca
(RODRIGUEZ-CORTEZ et al., 2016).

Em relacdo a correlagdo entre os genes estimulados pelo extrato de A. platensis, a
correlagdo positiva significativa encontrada entre Tbx21 e RORc, fatores transcricionais
responsaveis pela inducéo dos perfis Thl e Thl7, respectivamente, demonstra o potencial em
estimular citocinas pré-inflamatorias, o que € importante para a resposta imune contra o parasito
causador da LV.

E por fim, ao comparar os resultados dos extratos com os das drogas de referéncia, foi

possivel observar que a MTF possuiu uma seletividade de mais de 100 vezes para o parasito do
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que para as células dos hospedeiros humanos e caninos, sendo o terapico com a maior
seletividade dentre todos os estimulos. Por outro lado, o SbY apresentou o menor valor de IS,
sendo todos os candidatos terapéuticos mais seletivos para o parasito. Além disso, pode-se
observar um estimulo imunolégico de perfil de susceptibilidade, diferentemente dos extratos,
que demonstraram a inducdo de um perfil protetor. Esses dados sugerem e demonstram a

capacidade promissora dos extratos em se tornarem candidatos terapéuticos para a LV.

5. CONCLUSOES

Diante de todo o exposto, é demonstrado que 0s extratos bioativos de microrganismos
fotossintetizantes apresentados neste trabalho, bem como outros produtos naturais, precisam
ser mais investigados, pois possuem uma diversidade metabdlica elevada, podendo ser fonte de
diversos possiveis tratamentos. Os candidatos terapéuticos naturais aqui apresentados
demonstraram atividade leishmanicida, além de estimular a resposta imunoldgica para um perfil
Thl, atraves da producgdo de citocinas e Oxido nitrico, e da indugdo de fatores transcricionais
responsaveis pela diferenciacéo das células T.

Esses extratos continuardo sendo avaliados quanto ao potencial imunomodulador em
cies, além de observar a resposta em células de paciente com LV. E necessario avaliar também
se a combinacdo dos extratos com as drogas de referéncia pode aumentar a efetividade
terapéutica dos pacientes. Deste modo, podendo ter uma nogdo mais ampla da capacidade

desses extratos tanto nos hospedeiros humanos, como caninos.
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_ﬁ INSTITUTO AGGEU Plataoforma
Cooarmnitds oles l_'_tu:\ MAGALHAES (IAM) %Oﬂ

vy Pesaguirsa
< ay A a s we TR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas estratégias de controle para as
leishmanioses. Abordagens terapéuticas e em vacinologia.

Pesquisador: Milena de Paiva Cavalcanti

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 89972718.8.0000.5190

Instituigao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAQO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.077.060

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma Emenda que visa modificar o titulo do projeto para a abrangéncia de analise de compostos
naturais, inclusdao dos novos compostos as objetivos e metodos, acrescentar membros a equipe. A
participacdo humana néo foi modificada, mantendo-se o n inicial, a abordagem, coleta e processamento das

amostras.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

Avaliar o potencial de novos antigenos e compostos naturais e/ou sintéticos como candidatos ao
desenvolvimento de vacinas e terapias contra as leishmanioses.

Objetivos secundarios:

- Caracterizar a populagdo estudada (cdes e humanos) quanto ao status clinico e a infeccdo por Leishmania
spp.; determinar o tempo de cultivo e a concentracdo mais adequada para o estimulo in vitro de células
mononucleares do sangue periférico de cdes (LV) e de pacientes humanos (LV e/ou LT), com os novos
antigenos e diferentes compostos naturais e sintéticos;

- Avaliar a expressao génica de citocinas dos perfis Th1, Th2, Treg e Th17 em diferentes grupos de estudo
(ca@es), apos o estimulo com os antigenos recombinantes, e comparar com os resultados obtidos apos o

estimulo com o antigeno bruto solivel de L. (L.) infantum (LiSA);
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- Avaliar a expressao génica de citocinas dos perfis Th1, Th2, Treg e Th17 em diferentes

grupos de estudo (humanos) positivos para LT e/ou LV, apés o estimulo com diferentes antigenos e
compostos naturais e/ou sintéticos;

- Avaliar a producéo das citocinas dos perfis Th1, Th2, Treg e Th17 no ambiente intracelular dos diferentes
grupos em analise, apds o estimulo com os antigenos recombinantes e compostos naturais e sintéticos;e)
avaliar a producdo de NO a partir do sobrenadante das culturas dos diferentes grupos em analise, frente aos
os antigenos recombinantes e compostos naturais e sintéticos;

- Caracterizar, estatisticamente, o potencial dos antigenos e dos compostos naturais e sintéticos para a

aplicacdo em estudos de imunoprofilaxia e/ou imunoterapia para caes (LV) e humanos (LV e/ou LT).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

As coletas de sangue serdo realizadas com uso de agulha e seringa estéreis e descartaveis e o paciente
podera sentir um desconforto no momento em que a agulha for introduzida na sua pele, este processo
também podera causar uma mancha roxa no local que, desaparecera com o tempo de,
aproximadamente, sete dias.

Beneficios:

A coleta de sangue dos pacientes ird propiciar o diagnéstico das leishmanioses por meio de um conjunto de
critérios, desta forma poderemos fornecer ao paciente um laudo de pesquisa, com o diagndstico que foi
estabelecido no projeto. Se for de interesse do médico assistente, o paciente

podera ser acompanhado durante o seu tratamento, para acompanhamento da carga parasitaria e

monitoramento da terapia.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O protocolo de pesquisa foi modificado como recomendado nas pendéncias do parecer n. 3.952.105 para
atender a eticidade para aprovacéo da emenda.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagoes:
Entregas de relatorios parciais e final devem ser feitas via notificacdo. Os relatdrios parciais devem ser

apresentados, pelo menos, semestralmente. Qualquer alteragdo no protocolo no decorrer da
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pesquisa, como também mudanca de equipe, devem ser informados via emenda. Todas as acdes deve ser

realizadas via Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

1. Relatério parcial

Conforme declaracdo de compromisso da pesquisadora entregue, € necessario que periodicamente,
relatorios parciais sejam apresentados aoc CEP pra acompanhamento da pesquisa. Porém, a pesquisadora
ainda nao enviou relatorios, considerando que o projeto deve estar no seu segundo ano de vigéncia (ltens
[1.16 e Xl.d da Res. 466/2012 do CNS). A emenda apresentada sé sera ATENDIDA

2. Orcamento

a) O projeto apresenta consideravel valor de orcamento e indica nas informacdes basicas, financiamento via
PROEP. Essas informacdes devem estar descritas na folha de rosto, no campo PATROCINADOR,
apresentando assinatura do responsavel pelo érgdo de fomento. Caso ndo seja viavel, deve ser anexada a
Plataforma Brasil (PB) documento que comprove o fomento. ATENDIDA.

b) Descrever detalhadamente nas informagdes basicas o or¢gamento, assim como esta no projeto detalhado.
ATENDIDA

3. Projeto detalhado:
Descrever no método do projeto a quantidade de participantes nos grupos como feito nas informacdes
basicas do projeto na PB. ATENDIDA

4. Folha de rosto
Foi informado pela pesquisadora em carta explicativa ao CEP a alteracdo do titulo da pesquisa. O mesmo
precisa ser alterado na folha de rosto. ATENDIDA

5. TCLE/TALE:

a) Conforme Carta Circular n®. 003/2011 CONEP/CNS, deve-se garantir que as folhas que ndo possuem
assinaturas do TCLE/TALE, sejam rubricadas pelo pesquisador e participante/responsavel. Assim, é
necessario informar que o TCLE/TALE deve ser rubricado em todas as suas paginas e assinado nas duas
vias, devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha.

ATENDIDA.
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b) A paginacdo do TCLE/TALE devera apresentar o nimero da pagina seguido do numero de paginas total
que possui o documento. Exemplo “Pagina 1 de 107,

ATENDIDA.

c) Acrescentar previsdo de indenizacdo por via legal caso o participante sofra danos pela pesquisa e de
ressarcimento caso o participante venha a ter gastos oriundos da sua participacdo na pesquisa (Res.
466/2012 do CNS, item 1V.3)

ATENDIDA.

d) Acrescentar no TCLE/TALE formas de minimizar o risco ao participante.

ATENDIDA.

f) Retirar do documento TA o texto: - Autorizo que minha amostra seja guardada apds concluséo do estudo
e caso haja interesse da amostra ser utilizada em outra pesquisa autorizo que me contatem novamente. -
Nao autorizo que minha amostra seja guardada apés conclusao deste estudo. Tal opcdo € condizente
apenas para amostras depositados em biobanco. No caso de hiorrepositérios, os termos devem informar o
armazenamento para pesquisas futuras e que a cada novo uso, devera ser obtido novo consentimento (Res.
441/2011 do CNS).

ATENDIDA.

g) E necessario a confeccdo de TCLE/TALE destinados aos controles saudaveis.

ATENDIDA.

6. Formulario da Plataforma Brasil:
Atualizar o objetivo primario condizente com o projeto principal modificado.
ATENDIDA.

CONCLUSAQ: O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do Projeto em questio
estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo
com o Cadigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares. O projeto esta aprovado para ser realizade em sua ultima formatacao apresentada ao
CEP.

Consideragodes Finais a critério do CEP:
Vale ressaltar que, em relacdo ao protocolo de pesquisa, é previsto na Resolucio 466/2012 no item XI - DO
PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatérios
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parciais e finais (subitem: d) elaborar € apresentar os relatérios parciais e final). Pede-se que o pesquisador

entregue os relatorios como previsto no texto da resolugdo. Informamos que a entrega dos relatorios parciais

precisam ser feitas a cada semestre, conforme cronograma de execugaoc da pesquisa, via Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informag&es Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_141482] 27/05/2020 Aceito
do Projeto 4 E1.pdf 10:06:28
Qutros CartaRespostaaspendencias.pdf 27/05/2020 |Milena de Paiva Aceito

10:03:51 | Cavalcanti
Declaracao do termosDeConcessao.pdf 27/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Patrocinador 10:02:22 | Cavalcanti
Folha de Rosto FolhaDeRostoassinada.pdf 27/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
10:01:41 Cavalcanti
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Brochura 10:01:37 |Cavalcanti
Investigador
TCLE / Termos de | TCLEpacientemenor.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 10:00:03 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEpacientemaior.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 09:59:47 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEcontrolemenor.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 09:59:19 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEcontrolemaior.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 09:59:04 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TALEpaciente.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 09:58:52 [Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TALEcontrole.pdf 13/05/2020 |Milena de Paiva Aceito
Assentimento / 09:58:26 |Cavalcanti
Justificativa de
Auséncia
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

RECIFE, 08 de Junho de 2020

Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva
(Coordenador(a))
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