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RESUMO

MELO, Maria Gabriella Nunes de. Imunologia aplicada ao desenvolvimento de novas
estratégias de controle para as leishmanioses: uma abordagem terapéutica em
leishmaniose tegumentar americana. 2022. Dissertacio (Mestrado Académico em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2022.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar o potencial imunomodulador de novas estratégias
terapéuticas para Leishmaniose tegumentar americana (LTA). Os compostos
ftalimidicos-triazolicos (RN1, RN2 e RN3) e o extrato bruto da microalga Chlorella
vulgaris (CV) foram obtidos pelo método de Click Chemistry e sonicagio,
respectivamente. As drogas de referéncia (miltefosina-M e antimoniato de meglumina-
AM) e Imiquimod (Im) também foram avaliadas para comparacdo. Os indices de
seletividade (IS) foram obtidos através de ensaios de concentracdo inibitéria (ICso), em
formas promastigotas de Leishmania braziliensis, e concentragdes citotoxicas (CCsp), em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) pelo método de MTT. A partir
destas novas estratégias, foi realizada em PBMC de humanos saudaveis, a avaliacdo do
potencial imunomodulador/ resposta imune por meio da expressdo génica (RT-qPCR),
produgdo de citocinas (CBA-Citometria de fluxo) e 6xido nitrico (NO).Verificou-se que
o RN1 (IS=28,37) foi composto com a maior seletividade para o parasito (tornando-se o
composto escolhido para os ensaios de resposta imune), o extrato natural da CV (IS=6,9)
obteve resultados promissores por apresentar IS superior ao da droga de referéncia AM
(IS=3,44), e a M (IS=156,36) foi a mais seletiva para o parasito. Ao verificar os dados de
resposta imune, observou-se que as células tratadas com o RNI1 apresentaram uma
elevada expressdo para os genes Tbx21, GATA3, RORc e NOS2, porém, observou-se
uma supressdo imunologica na sintese de citocinas perfil Thl e Th2. A CV apresentou
um perfil modulador, por estimular as citocinas do perfil Thl, mais do que as drogas de
referéncia. O Im apresentou uma alta expressdo para os genes Tbx21, GATA3, RORc e
Foxp3, com aumento na producdo apenas de TNF. Portanto, a CV e Im destacam-se como
fortes candidatos terapéuticos ou adjuvantes contra a LTA, devido a modulacdo dos perfis
da resposta imune, baixa toxicidade e acdo toxica sobre o parasito.

Palavras-chave: Terapia; Imunomodulacio; Leishmaniose tegumentar americana;
Compostos orgénicos; Extrato celular.



ABSTRACT

MELO, Maria Gabriella Nunes de. Immunology applied to the development of new
control strategies for leishmaniasis: a therapeutic approach in American tegumental
leishmaniasis. 2021. Dissertation (Master in Biosciences and Biotechnology Applied to
Health) — Aggeu Magalhaes Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2022.

The objective of this study is to evaluate the immunomodulatory potential of new
therapeutic strategies for American Tegumentary Leishmaniasis (ATL). The
phthalimidic-triazole compounds (RN1, RN2 and RN3) and the crude extract of the
microalgae Chlorella vulgaris (CV) were obtained by Click Chemistry and sonication
method, respectively. The reference drugs (miltefosine-M and meglumine antimoniate-
AM) and Imiquimod (Im) were also evaluated for comparison. Selectivity indices (SI)
were obtained through inhibitory concentration (IC50) assays, in promastigotes forms of
Leishmania braziliensis, and cytotoxic concentrations (CC50), in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) by the MTT method. Based on these new strategies, the
evaluation of the immunomodulatory potential/immune response through gene
expression (RT-qPCR), cytokine production (CBA-Flow cytometry) and nitric oxide
(NO) was performed in PBMC from healthy humans. It was found that RN1 (IS=28.37)
was compound with the highest selectivity for the parasite (becoming the compound
chosen for the immune response assays), the natural extract of CV (IS=6.9) obtained
promising results by presenting higher IS than the reference drug AM (IS=3.44), and M
(IS=156.36) was the most selective for the parasite. When checking the immune response
data, it was observed that cells treated with RN1 showed high expression for Tbx21,
GATA3, RORc and NOS2 genes, however, immune suppression was observed in Thl
and Th2 profile cytokine synthesis. CV showed a modulatory profile by stimulating Th1
profile cytokines more than the reference drugs. Im showed high expression for Tbx21,
GATA3, RORc and Foxp3 genes, with increased production of TNF only. Therefore, CV
and Im stand out as strong therapeutic or adjuvant candidates against ATL due to
modulation of immune response profiles, low toxicity and toxic action on the parasite.

Keywords: Therapy; Immunomodulation; American Tegumentary Leishmaniasis;
Organic Compounds; Cell Extract.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ uma zoonose causada por diferentes espécies
de protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (GOSCH et
al., 2017), que sdo parasitos intracelulares do sistema mononuclear fagocitico, transmitida
aos seres humanos e animais selvagens ou domésticos por meio da picada de
flebotomineo infectado (TONELLI et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017). No
Novo Mundo, a LT ¢é conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
(BRASIL, 2017), que se caracteriza por um conjunto de doengas com manifestagdes
clinicas e imunopatologicas distintas, nas quais o desenvolvimento e o agravamento dos
sintomas relacionam-se com fatores diversos, tais como a espécie de parasito envolvida
e a resposta imune do hospedeiro. A determinagdo da espécie infectante responsavel pela
LTA pode contribuir para a eficacia do regime terapéutico (HARTLEY, et al. 2014;
MEHRAVARAN, et al. 2019; MELO et al., 2020).

Frente a infeccdo por esses parasitos, existem individuos naturalmente resistentes
(assintomaticos) e individuos com diferentes graus de susceptibilidade (sintomaticos)
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). No entanto, ndo existe um consenso em
relacdo aos mecanismos imunologicos de suscetibilidade e como diferentes reagdes
poderdo ser desencadeadas em um determinado hospedeiro (SOONG; HENARD;
MELBY, 2012). Embora a dicotomia dos perfis Th1/Th2 (protecado/suscetibilidade) esteja
bem estabelecida, a infeccdo por L. (V.) braziliensis necessita de um equilibrio entre os
dois perfis, devido a exacerbagdo da resposta Thl elevar os niveis de IFN-y e TNF, e
provocar uma maior destruicdo tecidual com consequente aumento ou persisténcia da
lesdo (CAMPOS et al., 2017; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). A caracteriza¢do de
populacdes de células T CD4+ regulatorias, bem como de outras subpopulacdes de
células T efetoras como Th17, Th9, e células T foliculares (Th(f)), € o conhecimento da
plasticidade funcional das células T Aelper, tornou ainda mais complexo o entendimento
das interagdes entre patogeno e hospedeiro responsaveis pelo processo de cura espontanea
e doenca nesta parasitose (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GOLLOB et al.,
2008; NYLEN; GAUTAM, 2010).

Desde 1912, a droga antimonial trivalente descoberta por Gaspar Vianna,
posteriormente substituido pelo antimonial pentavalente (SbY), é a droga utilizada como
primeira escolha na terapia da LTA (RATH et al., 2003). No Brasil, a base de antimonial

pentavalente ¢ comercialmente conhecida como Glucantime® (Sanofi-Aventis) e o
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tratamento € sist€émico, e tem como objetivo contribuir para a cura clinica, isto &,
cicatrizagdo das lesdes cutaneas (BRASIL, 2017). No entanto, efeitos colaterais adversos
e resisténcia ao tratamento sdo frequentemente observados com o uso desta droga, estando
estes relacionados as condi¢des particulares e o estado imunologico de cada individuo
bem como, a espécie parasitaria envolvida com a etiologia da doenca (PEREZ-FRANCO
et al., 2016).

Desta forma, visando o aprimoramento na terapéutica da LTA, a busca continua
por novos candidatos e combinacdes medicamentosas ¢ fundamental, aliando-se esta
busca a complexidade da relacdo parasito-hospedeiro. Entre os obstaculos a serem
superados para o controle das leishmanioses, em infeccio por L. braziliensis, a terapéutica
¢ a area que apresenta maior escassez de dados cientificos, devido a falta de ensaios
clinicos em humanos, por necessitar de recursos e investimentos que contribuam para a
finalizacdo de etapas das pesquisas basicas, seja in vitro, in vivo ¢ in silico. Sendo assim,
estudos que relacionem os fatores inerentes ao paciente sdo necessarios para que novas
estratégias possam surgir como alternativas a terapia atual.

Desta forma, com uma visdo mais ampla para o controle das leishmanioses, este
estudo tem como objetivo avaliar o potencial imunomodulador de compostos sintéticos
derivados de grupamentos farmacoféricos ftalimidicos-triazdlicos, extrato bruto de

microalga Chlorella vulgaris e Imiquimod candidatos a terapia contra LTA.
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2 REFERENCIAL TEORICO/ REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos gerais

As leishmanioses sdo consideradas doencas negligenciadas, por atingirem paises
em desenvolvimento com falta de atrativos econdmicos que contribuam para terapias
alternativas mais rapidas e eficazes (HOTEZ; PECOUL, 2010; YAMEY et al., 2018).
Representam um grande problema de saude ptiblica, sendo um complexo de doencas
parasitarias e zoonoOticas causadas por diferentes espécies de Leishmania, transmitidas ao
homem por picadas de fémeas hematofagas de insetos flebotomineos que, dependendo da
regido sdo popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros
(BRASIL, 2017; CHAPPUIS et al. 2007; MORALIS, 2019; SOUZA, 2014). Com relagio
aos dados de todas as doencas parasitarias, a mortalidade por leishmaniose ¢ a segunda
mais alta, ficando atrds apenas da malaria, no entanto, em termos de anos de vida
ajustados por incapacidade, ¢ a terceira causa mais comum de morbidade apos a malaria
e a esquistossomose, as criancas <15 anos que mais sofrem com a doenga (SisLeish —
OPAS/OMS, 2019).

No Novo Mundo, os insetos vetores sdo do género Lutzomyia, e no Velho Mundo
pertencem ao género Phlebotomus (MAROLI et al., 2012; MORAIS et al., 2013;
TONELLI et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Em andlise epidemiologica,
o vetor transmissor tem forte relagdo com areas florestais, com a presenca de diferentes
espécies de Leishmania, no entanto, apds o desmatamento, acabaram adentrando ao
ambiente peridomiciliar (NEVES, 2011; SOUZA, 2014). Além da transmissio vetorial,
a LT pode ser transmitida por acidentes laboratoriais, através de materiais biologicos
perfuro-cortantes contaminados e por transfusdo de sangue (CATONE et al., 2003;
DELEGADO et al., 1996; ELMAHALLAWY et al., 2014; SYMMERS, 1960).

O homem ¢ considerado hospedeiro acidental, pois o protozoario infecta cerca de
nove ordens de mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais por todo mundo
(MARINHO-JUNIOR, 2015). A LT tem ampla distribui¢do mundial, mas no Continente
Americano ha registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, com exce¢do do Chile, Uruguai e El Salvador (TORRES-GUERRERO et al.,
2017). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), cerca de 350 milhdes
de pessoas podem estar expostas ao risco de infec¢do, com registro aproximado de dois
milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas por ano (Figura 1) (ALVAR et al.

2012; BRASIL, 2017; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). Nas Américas,



25

um total de 940.396 casos novos de LT e leishmaniose mucosa (LM) foi reportado por
17 dos 18 paises endémicos no periodo de 2001-2017, com uma média anual de 55.317
casos. Em 2019, confirmaram-se 15.484 casos novos de LT no Brasil, com coeficiente de
deteccdo de 7,37 casos a cada 100 mil habitantes. Verificou-se no territério brasileiro um
maior nimero de casos registrados na regido Norte, seguido da regido Nordeste (Figura

2 e 3) (SisLeish — OPAS/OMS, 2019; BRASIL, 2021).

Figura 1. Status de endemicidade da leishmaniose tegumentar em todo mundo, no ano de 2018.
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Fonte: Organizagdo Mundial da Satude, 2018 (traducio realizada pela autora).

Figura 2. Estratificac@o de risco da leishmaniose tegumentar por municipio no Brasil, de 2017 a 2019.

Fonte: Boletim Epidemioldgico (Sinan/ Ministério da Saude), 2021.



26

Figura 3. Estratificac@o de risco da leishmaniose tegumentar por municipio no Brasil, de 2000 a 2019.
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Fonte: Boletim Epidemioldgico (Sinan/ Ministério da Satde), 2021.

No entanto, a pandemia COVID-19 afetou acdes de controle e vigilancia de
doengcas, como as leishmanioses, devido ao impacto nas agdes de busca ativa, diagnostico
precoce e acompanhamento no tratamento de pacientes casos, além de dificultar o avango
de outras atividades de campo (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE,
2021).

2.2 O género Leishmania

O género Leishmania ¢ subdividido em quatro subgéneros, sendo trés destes
infectantes em mamiferos (Leishmania [Leishmania), Leishmania [Viannia]l e
Leishmania [Mundinia]) e um infectante em répteis (Leishmania [Sauroleishmanial).
Cerca de 20 espécies de Leishmania sdo patogé€nicas ao homem (AKHOUNDI et al.,
2017; ASHFORD, 2000; CECCARELLI et al., 2017; GOSCH et al., 2017;). As espécies
que causam a LT no continente europeu e asiatico sdo: Leishmania (Leishmania) tropica,
L. (Leishmania) major e L. (Leishmania) aethiopica. Algumas cepas de Leishmania
(Leishmania) infantum podem ser responsaveis por causar LT sem comprometimento dos
orgdos internos em regides do Velho Mundo (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012;
MASMOUDI et al. 2013).

Nas Américas, foram identificadas 12 espécies dermotropicas da LTA, sendo oito
pertencentes ao subgénero Viannia e trés ao subgénero Leishmania (TORRES-
GUERRERO et al., 2017), os quais fazem parte do complexo Leishmania braziliensis:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania

(Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) peruviana, e
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do complexo Leishmania mexicana: Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) waltoni, Leishmania (Leishmania)
venezuelensis, além de Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi e
Leishmania (Viannia) lindenbergi (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012; SHAW
et al., 2015).

No Brasil, ja foram isoladas sete espécies de Leishmania que causam LTA, sendo
estas: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lindenbergi e L. (L.) amazonensis (ESPIR et al., 2016). As espécies L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, sdo relacionadas a uma forma mais
grave da doenga, pois tendem ao comprometimento mucoso ou resisténcia ao tratamento
convencional (GOMES et al., 2014; KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012:
VEASEY et al.,, 2020). A espécie mais prevalente em seres humanos € a espécie
Leishmania (V.) braziliensis, encontrada em todas as areas endémicas do Brasil,
responsavel pela transmissdo no estado de Pernambuco, com a qual relaciona-se as
atividades profissionais dos hospedeiros vertebrados, tais como cultivo de cana de agucar,
cacau e banana (MARINHO-JUNIOR, 2010), sendo transmitida por diferentes espécies
de flebotomineos, tais como, Lutzomyia whitmani, Lu. intermedia, Lu. wellcomei, entre

outras (BRITO et al., 2012).

2.2.1 Ciclo biologico da Leishmania

Em areas endémicas para a doenga, habitantes locais e viajantes tem mais riscos
de infeccdo, devido a realizacdo de ocupacdes em horarios de atividade do inseto vetor
(crepusculo e noite). A Leishmania apresenta um ciclo biolégico digenético que, com
base nas diferencas anatomicas dos sitios de desenvolvimento dos parasitos dentro
aparelho digestivo do flebotomineo, necessita de um hospedeiro invertebrado, e outro
vertebrado para finalizacdo de seu ciclo (MORALIS, 2019). A saliva do inseto vetor tem
biomoléculas, capazes de interferir com os processos hemostaticos, inflamatorios e
imunologicos dos hospedeiros vertebrados. Desta forma, a saliva do inseto contribui no
processo de hematofagia e favorece a transmissdo do parasito, devido as substancias anti-
hemostaticas permitirem um curto tempo para a alimentacio sanguinea, contribuindo para
uma maior chance de sobrevivéncia do inseto. Estas biomoléculas também apresentam
propriedades imunomoduladoras que interferem na apresentacdo dos antigenos pelos

macrofagos e producdo de citocinas, aumentando a producio de IL-4 e IL-6 e inibindo a
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producdo TNF, IFN-y e IL-12 (ANVERSA et al., 2018; RIBEIRO, 2000; RIBEIRO;
FRANCISCHETTI, 2003).

O ciclo se inicia no flebotomineo infectado, no qual as formas amastigotas
ingeridas no sangue de mamiferos infectados modificam-se para promastigotas (forma
flagelada e movel) no intestino do inseto e realizam divisdes bindrias para multiplicacio
dos parasitos. Apos diversas divisdes, as formas promastigotas chegam a proboscide
(aparelho bucal) do inseto, para que sejam liberadas durante o repasto sanguineo, para o
hospedeiro vertebrado. Nos vertebrados, os parasitos do género Leishmania infectam
fagocitos (neutrofilos, monocitos e macrofagos) e utilizam as estruturas celulares para
multiplicagfo. O sistema imune inato reconhece a presenca do protozoario e células como
os macrofagos fagocitam os parasitos, o qual transforma-se em amastigotas no meio
intracelular. A forma amastigota do parasito realiza varias divisdes bindrias, até que possa
causar a lise celular. Apos a lise do macrofago, as amastigotas sio liberadas para o meio
extracelular, facilitando a exposicdo destas para outros fagocitos. Assim, outro
flebotomineo sera infectado ao se alimentar deste vertebrado, dando inicio a um novo
ciclo (Figura 4) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; NEVES, 2011; REY, 2008;
ROQUE; JANSEN, 2014).

Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania sp.

“u
=

transmitidos

pela picada

Promastigotas -
metaciclicas ™

Promastigotas metaciclicas

migram para a vilvula faringeana
v o Promastigotas metaciclicas

¢ T 3 podem invadir ativamente ou
“._,5" <N ! screm fagocitadas por
ra macrofagos ou neutrofilos

—

Promastigotas prociclicas se

.
6 (
A

A ; U
multiplicam e se diferenciam Amastigotas infectam » vy
em promastigotas metaciclicas novos macrofagos

- ’ 2 o
Flebotomineo Mamiferos l’muusl-.xuu- se ;hfcun.u.fm
o @2 = em amastigotas ¢ se multiplicam
g Fémea por divisdo simples
Amastigotas se diferenciam <A
9 em promastigotas prociclicas - :. o
. Vs Y e

gV e ” - R &S

. 2. transmitido . - .

AES pp o AR ;

B

4 t)a plcada
7 i I 'y - .
- - . Amastigotas deixam as
Amastigotas sao liberadas ) 5
células infectadas

no intestino

Fonte: LadyofHats Mariana Ruiz Villarreal, 2008 (modificado pela autora, 2021).
Legenda: Descri¢do do ciclo de vida da Leishmania sp. no inseto vetor e no mamifero hospedeiro. No

esquema, as figuras de 1-6 representam as etapas do ciclo heteroxénico do parasito no hospedeiro
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vertebrado: (1) Promastigotas metaciclicas migram até a prosbdcide do inseto. (2) Durante o repasto
sanguineo ocorre a infeccdo do hospedeiro vertebrado. (3) As formas promastigotas podem ser fagocitadas
ativamente e infectar fagdcitos (neutrdfilos, monécitos e macrofagos). (4) Apos serem fagocitadas, as
promastigotas diferenciam-se em amastigotas e utilizam estruturas do meio intracelular para multiplicar-se
por divisdo binaria. (5) A forma amastigota permite que o parasito realize varias divisdes binarias, até que
possa causar uma a lise celular. (6) Apos a lise, o fagocito libera as amastigotas para o meio extracelular,
facilitando a exposi¢do destas, para que outras células fagocite-as, e estas continuem multiplicando-se. As
figuras de 7-9 representam as etapas do ciclo heteroxénico do parasito no hospedeiro invertebrado: (7) O
flebotomineo ao realizar seu repasto sanguineo no mamifero infectado dara inicio a um novo ciclo. (8) A
amastigota diferencia-se em promastigota prociclica. (9) Promastigotas prociclicas multiplicam-se por

divisdo bindria e diferenciam-se em promastigotas metaciclicas (forma infectante).

2.3 Manifestacoes clinicas da LTA

As manifestagdes clinicas da LTA variam de acordo com a espécie do parasito
responsavel pela infeccdo, area endémica, vetor transmissor, ecossistema, local da picada
e localizagao das lesdes, além de associar-se com a resposta imune do individuo infectado
(BRASIL, 2017; VASCONCELOS et al., 2018). Apo6s infeccdo, o periodo de incubacdo
varia entre duas semanas ¢ dois meses (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Na LTA, o
parasito acomete o tecido epitelial de revestimento através de lesdes cutineas; no entanto,
dependendo da espécie etiologica, pode evoluir apos dias ou anos para a forma mucosa,
por meio dos vasos sanguineos/ linfaticos, podendo comprometer as mucosas do trato
respiratorio superior, como nariz, faringe e laringe (GOTO, LINDOSO, 2010; LESSA et
al., 2007). O desenvolvimento da lesdo ulcerada é precedido por uma macula, que perdura
de um a dois dias ap6s picada do flebotomineo. A macula evolui para uma papula que
aumenta progressivamente e produz, geralmente, uma ulcera indolor, que pode se
autocicatrizar sem tratamento. A ulcera tipica da LTA costuma localizar-se em areas
expostas da pele, tais como cabeca, membros superiores e inferiores (MELO et al., 2020).
Outros tipos de feridas cutaneas podem ser encontrados, mas com menos frequéncia, tais
como as lesdes nodulares, papulares, papulo-tuberosas, vegetantes e verrucosas. As lesdes
podem permanecer localizadas e evoluirem para uma cura espontanea, ou disseminar-se
através dos vasos linfaticos, e produzir lesdes secundarias em outras regides da pele e
mucosas (BRASIL, 2017; GOTO; LINDOSO, 2012; MORAIS, 2019; SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017).



30

Diante da diversidade de caracteristicas clinicas, a LTA recebe diferentes
classificacdes, tais como leishmaniose cutanea localizada (LCL), cutdnea disseminada
(LCDs), cutanea difusa (LCDf), mucocutanea (LMC) e cutanea recidiva cutis (LCRC)
(BRASIL, 2017) (Tabela 1). Frente a infeccdo por estes parasitos, existem individuos
naturalmente resistentes (assintomaticos) e individuos com diferentes graus de
susceptibilidade (sintomaticos) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). ALCL ¢ a
primeira a apresentar-se na maioria dos casos, podendo progredir para outras formas
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da quantidade de picadas realizadas

pelo inseto (GOTO; LINDOSO et al. 2012).

Tabela 1. Principais formas clinicas da leishmaniose tegumentar.

Classificacao Manifestacio clinica

Apresenta Unica ou multiplas lesdes, do tipo ulcerada com bordas

Leishmaniose cutanea elevadas; localizadas exclusivamente na pele (onde ocorreu a picada
localizada (LCL) do flebotomineo) com tendéncia a cura espontanea e boa resposta ao
tratamento.

Forma incomum, com lesdes papulares/acneiformes em 2 areas

] ) diferentes do corpo; a disseminacdo das lesdes ocorre por via
Leishmaniose cutanea

) ) hematica ou linfatica, sendo causada em até 2% dos casos de LCDs;
disseminada (LCDs)

apresenta resultados variados ao tratamento, necessita, na maioria

dos casos, medicamentos adicionais para alcancar a cura clinica.

Forma rara e grave, acomete pacientes com anergia e deficiéncia
Leishmaniose cutanea difusa especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania; com
(LCDY) nodulos multiplos e disseminados, ndo ulcerados, repletos de

macrofagos parasitados.

Lesdes desfigurantes e destrutivas, localizadas nas mucosas das vias
aéreas superiores envolvendo membranas mucosas; no Brasil, cerca
Leishmaniose mucocutinea de 3% a 6% sdo casos de LMC, mas em municipios endémicos pode

(LMC) ultrapassar 25%; pacientes com alguma forma cutanea crdnica
(lesdes que ultrapassam seis semanas ou mais para cicatriza) pode

evoluir para a LMC.

Caracteriza-se pela reativacdo da lesdo nas bordas, apds cicatrizacido

] ] o da lesdo por cura espontanea ou medicamentosa, mantendo-se o
Leishmaniose cutanea recidiva

) fundo com aspecto cicatricial; o reaparecimento costuma ocorrer na
cutis (LCRC)

borda da lesdo cicatrizada anteriormente, e a resposta terapéutica

costuma ser inferior a da les@o primaria.

Fonte: a autora (baseada em BANDEIRA et al., 2018; BRASIL, 2017; COSTA et al., 2009; MORALIS,
2019).
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Na maioria dos casos, as lesdes sdo capazes de se autocicatrizar sem tratamento.
No entanto, a cura espontanea da lesdo pode levar meses ou anos para ocorrer, mas o
DNA dos parasitos pode ser encontrado em pacientes curados, mesmo ap6s anos do
tratamento e com cura clinica bem-sucedida (SCHUBACH et al., 1998a; SCHUBACH et
al., 1998b; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

2.4 Métodos de diagnostico para LTA

O diagnostico da LT ¢ baseado em critérios que consideram dados
epidemiologicos, clinicos e laboratoriais (ESPIR et al., 2016; GOMES et al., 2014;
VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015); contribuindo para o diagnéstico final e o rapido
tratamento do paciente, estabelecendo importantes estratégias de intervengido para o
controle desta doenga (MOREIRA; YADON; CUPOLILLO, 2018). A selecdo do teste
diagnostico depende da estrutura e recursos disponiveis para empregar o tipo de exame
(VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

Os dados epidemiologicos contribuem para identificar regides endémicas, e focos
do inseto vetor responsavel pela infeccdo. O diagnostico clinico € realizado pela
anamnese da lesdo caracteristica da LTA (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O
diagnostico diferencial com outras doencas sempre deve ser considerado, com base na
forma clinica e as caracteristicas da lesdo (BRASIL, 2017). No entanto, o diagnostico

laboratorial ¢ feito a partir de exames parasitologicos, sorolégicos e moleculares.

2.4.1 Parasitologico

O diagndstico parasitologico é considerado o padrdo ouro, devido a alta
especificidade, seja pela realizagdo do exame histopatolégico ou isolamento in vitro do
parasito. A pesquisa direta € realizada pela identificacio de formas amastigotas em
esfregacos com escarificacdo ou imprint da borda da lesdo (com o auxilio de bisturi
estéreis), imprint do fragmento cutaneo da biopsia em ldmina por aposi¢cdo e puncdo
aspirativa, sendo coradas posteriormente com derivados do Romanowsky (Giemsa ou
Leishman) (BRASIL, 2017; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). O isolamento ¢
realizado a partir de aspirado ou biopsia da lesdo inseridos em meio agar sangue, NNN
(Neal, Novy, Nicolle), ou Schneider, entre 24°C e 26°C nos quais o parasito cresce bem,
ou através da inoculacdo de material infectado em animais de laboratorio susceptiveis a

infeccdo, sendo este Ultimo mais utilizado em laboratérios de pesquisa (ALAM et al.,
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2016; BART et al., 2013; BRASIL, 2017; GOTO; LINDOSO, 2010;). A pesquisa direta
em escarificados da lesdo possui uma baixa sensibilidade (50-70%) quando comparado a
identificacdo de parasitos em amostras de bidpsia, que por sua vez pode apresentar boa

sensibilidade (70-100%) (ANDRADE et al., 2005; VEGA-LOPEZ, 2003).

2.4.2 Sorolbégico

Os testes sorologicos tém a finalidade de identificar anticorpos anti-Leishmania
no soro de pacientes com LT e estes podem ser detectados por teste imunoenzimatico
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay [ELISA]) ou imunofluorescéncia indireta (IFT),
aglutinacdo direta e outros ensaios. Esses métodos devem ser realizados em centros de
referéncia, por técnicos treinados, desencadeando uma aplicabilidade limitada no
diagnostico de um caso de LTA, ndo sendo rotineiramente utilizados na pratica clinica,
além da reagdo cruzada com outras tripanossomiases (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
GOTO; LINDOSO, 2010; SARKARI et al., 2014).

Com relacdo ao ELISA, a utilizacdo de antigenos soluveis de L. braziliensis
apresentou melhor desempenho do que os antigenos soltiveis das demais espécies
utilizadas no diagnostico sorologico de LTA (ZANETTI et al., 2019). A IFI € uma técnica
sensivel, mas existe a possibilidade de reacdes cruzadas, especialmente com o
Trypanosoma cruzi, agente da doenca de Chagas, e com a L. infantum, agente da
leishmaniose visceral (ANDRADE et al., 2005). Aos pacientes com multiplas lesdes, que
apresentaram sorologia positiva, os titulos de anticorpos médios, principalmente IgG, s3o
significativamente mais elevados, refletindo numa exposicdo antigénica mais expressiva
(GONTIJO; CARVALHO, 2003).

No Brasil, a intradermorreagcdo de Montenegro (IDRM), também conhecida como
Teste de Montenegro, ¢ uma reagdo de hipersensibilidade celular retardada, identificada
através da presenca de inflamagdo, eritema ou erupgdo cutinea, apos inoculacdo de um
antigeno especifico de Leishmania por via subcutanea. O exame pode apresentar
negatividade nas primeiras quatro a seis semanas apos o surgimento da lesdo cutinea. A
técnica ¢ utilizada em inquérito diagnoéstico populacional como apoio ao método de
pesquisa direta, conforme fluxo sugerido pelo Ministério da Satide. Em casos de cura
clinica (espontanea ou por tratamento), a IDRM pode permanecer positiva durante varios
anos, obtendo limitagdo no diagnostico de pacientes com eventual recidiva, devido ao

teste ndo diferenciar entre infec¢des recentes e antigas (GOTO; LINDOSO, 2010;
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BRASIL, 2017). Atualmente, com liberacdo de nota informativa oficial pelo Ministério
da Satde em 2016, ndo ha lotes disponiveis da IDRM, devido a suspensdo da producio
dos antigenos pelo Centro de Producdo e Pesquisa em Imunobiologia (CPPI - Secretaria

Estadual de Saude, Piraquara, PR, Brasil) (ALBUQUERQUE, 2018; MORALIS, 2019).
2.4.3 Molecular

A utilizacdo de técnicas moleculares modernas, como a Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), traz alternativas as dificuldades encontradas nas técnicas classicas de
diagnostico da LTA, devido a deteccdo com grande sensibilidade e especificidade das
fracdes do DNA do parasito e rapidez na obtencdo dos resultados, contribuindo para o
acompanhamento dos niveis parasitarios na corrente sanguinea do individuo infectado, e
analise de um maior nimero de amostras (PAIVA CAVALCANTI et al., 2009; 2013;
PIERCE, 2016). A PCR qualitativa (PCR classica ou convencional, PCRc) baseia-se na
amplificacdo de uma regido especifica de DNA/cDNA em amostras positivas, utilizando
primers (iniciadores) escolhidos para a reacdo. O produto originado da regido amplificada
¢ visualizado por eletroforese (com gel de agarose ou poliacrilamida) (CAMARA-
COELHO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2005; PIERCE, 2016).

A gqPCR (PCR em tempo real) revolucionou o processo de quantificacdo de
acidos nucleicos (DNA ou RNA), de forma precisa e mais reprodutivel, devido a
determinagdo de valores na fase exponencial da reacdo, denominado de Cycle Threshold
(CY). A deteccdo exata do Ct € realizada por fluoroforos (SYBR Green ou TaqgMan), que
aumentam a fluorescéncia de acordo com a quantidade de produto amplificado. Estudos
confirmam as vantagens da qPCR para a identificacdo e verificagdo do seguimento
terapéutico dos pacientes, além de identificar/quantificar a espécie de Leishmania
responsavel pela infeccdo, pois requer quantidades muito pequenas de DNA/cDNA,
trazendo grandes vantagens de diagnostico para pacientes com baixa parasitemia, além
da utilizacdo de diferentes espécimes clinicos, como amostras de sangue, bidpsia e
imprint de lesio (ANDRADE et al., 2005; MORAIS et al., 2020; PAIVA-
CAVALCANTI, 2008; PAIVACAVALCANTI et al., 2009; 2013).

Os alvos mais utilizados na PCR para diagnostico das leishmanioses sio DNA do
cinetoplasto (kDNA) (regido altamente conservada) e DNA ribossomal (como Infernal
Transcribed Space [ITS] e subunidade menor [SSU rDNA]) (GOTO; LINDOSO, 2012;
MORAIS et al., 2020; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009, 2013, 2015; TOZ et al.,
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2013). O kDNA apresenta duas grandes moléculas chamadas de maxicirculos e
minicirculos de DNA, mas a maioria dos primers utilizados no diagnoéstico utilizam a
regido das sequéncias de minicirculo do kDNA (LOPES, 2010; PAIVA-CAVALCANTI
et al., 2013). No entanto, ainda € necessario desenvolver uma metodologia de consenso,
que avalie a carga parasitaria como um possivel marcador substituto de prognostico e
monitoramento do tratamento, mas os elevados custos associados a realizagdo desta
técnica e a necessidade de equipamento apropriado ainda impedem a implantagdo da PCR
em algumas areas endémicas (ANDRADE et al., 2005; MOREIRA; YADON;
CUPOLILLO, 2018).

2.5 Resposta imunoldgica para LTA

O controle da infecgdo depende do sistema imune do hospedeiro dirigir-se para o
sitio de infeccdo (imunidade celular), pois a capacidade de evasdo do parasito, adaptagdo/
viruléncia determinam a evolugdo da doenca. As formas promastigotas da Leishmania
sdo injetadas na derme, através da picada do flebotomineo, desta forma a pele serve como
local de entrada do parasito para o organismo do hospedeiro, no entanto, as promastigotas
induzem a ativacdo do sistema imune inato, pois dependem da agio fagocitica das células.
O sistema imune inato recruta células inflamatoérias (como neutréfilos, macrofagos,
células natural killer e células dendriticas) para local da les@o e ativagdo da resposta
adaptativa (linfocitos B e T) (ANVERSA et al., 2018; CAVALCANTE, 2018;
CONCEICAO-SILVA; MORGADO; COUTINHO, 2014).

As promastigotas podem induzir os neutréfilos a produzirem TGF-3, ocasionando
a inibicdo das funcdes efetoras antimicrobianas dos fagocitos, colaborando para a
multiplicagdo parasitaria (NASCIMENTO, 2012). Outro fato relevante ¢ que a saliva do
flebotomineo contém uma grande variedade de moléculas hemostaticas, inflamatorias e
imunomodulatorias, sendo capazes de proteger o parasito e aumentar sua infectividade
(MARZOUKI et al., 2011).

Entre outros mecanismos de defesa do parasito, destaca-se a producdo de dois
glicoconjugados de superficie: o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63 (gp63), que
conferem resisténcia a lise mediada pelo complemento. O LPG atua na ativacdo do
sistema complemento, que induz a fagocitose e inibicdo das enzimas lisossomais do
complexo litico (com fun¢do de destruicdo do parasito), o qual impede a inser¢do do

complexo C5b-9 de ataque a membrana, para a formagdo de “poros” na membrana da
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célula, com consequente turgéncia e lise, devido a entrada de agua e ions. A gp63
promove a clivagem C3b em C3bi (forma inativa) na superficie do parasito, impedindo a
formagdo de C5 convertase, e consequentemente a clivagem de C5 para producio de C5b
que ativa a via de ataque a membrana. Assim, LPG e gp63 evitam a formacdo do
complexo de ataque de membrana. A gp63 vai auxiliar na ligagdo do parasito com os
receptores dos macrofagos. A internalizagdo dos parasitos na célula depende da interagio
das moléculas C3b e C3bi, que atuam na opsonizacao, facilitando a fagocitose devido a
ligacdo destas moléculas aos receptores do sistema complemento (CR1 e CR3), presentes
nas células (como macrofagos). O receptor CR3 é um importante mecanismo de escape,
pois inativa o efeito microbicida dos macrofagos e inibe a producio de IL-12 induzida
pela imunidade mediada por células, permitindo a multiplicacdo do parasito no interior
da célula (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2005; ANVERSA et al, 2018;
CAVALCANTE, 2018; SUKUMARAN; MADHUBALA, 2004).

Desta forma, a sobrevivéncia da Leishmania em macrofagos envolve diversas
interacdes e o reconhecimento de ligantes especificos do parasito, por receptores
presentes na membrana celular dos macréfagos, para que apoés a diferenciacio em
amastigotas ocorra a proliferacdo por divisdo bindria, até o rompimento celular,
ocasionando a infec¢do de novas células, como outros macrofagos ou células dendriticas
e fibroblastos. A eliminagdo do parasito baseia-se no pH acido das células que promove
a transformacdo das promastigotas em amastigotas, sendo mais resistentes a atividade
microbicida dos macrofagos, pois podem inibir enzimas hidroliticas e resistir a producéo
de oxido nitrico (NO) (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; ANVERSA et
al., 2018; GONTIJO; CARVALHO, 2003; RAI et al., 2017). No entanto, os macrofagos
constituem um grupo heterogéneo, com duas formas de ativacdo baseadas nas diferentes
manifestacdes clinicas, sendo classificadas em fenotipos M1 (ativagio classica) e M2
(ativacdo alternativa). Os macroéfagos M1 caracterizam-se pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF), IL-12, quimiocinas e NO, geradas
por 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Diferente dos macrofagos M2 que apresentam
propriedades regulatorias/anti-inflamatorias caracterizadas pela liberacdo de IL-10 e/ou
TGF-B; que contribuem no desenvolvimento do parasita ativando a Arginase-1, uma
enzima que compete com a iNOS pelo L-arginina (Figura 5) (MUXEL et al., 2018;
TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).
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A resposta imune adaptativa celular além de ser ativada através das células
apresentadoras de antigenos (como as células dendriticas e macrofagos), pode ser
induzida de inicio por fatores transcricionais especificos, para diferenciar as
subpopulagdes de células T CD4". Como os reguladores principais: Tbet (Tbx21) que
induz para o perfil Th1, GATA3 para o perfil Th2, RORc para o perfil Th17 e FOXP3
para o perfil Treg (FANG; ZHU, 2017; ZHU, 2010), NOS2 para o NO (MUXEL;
LARANIJEIRA-SILVA; ZAMPIERI; FLOETER-WINTER, 2017), entre outros.

Figura 5. Regulacdo imunoldgica de macrofagos humanos contribuindo para diferentes formas clinicas

durante a infecgdo por Leishmania sp.

SINAIS DE MACROFAGOS REGULATORIOS SINAIS DE MACROFAGOS INFLAMATORIOS

CTLA4 PDL1 LAG3 iNOS IL8 CXCL9
PD1 Arginase IL1B MCP1 CXCL10

VIFNY
)

-
VTNF
e

Formas clinicas predominantes da doenga

LCDf LCL/LCRC LCDs LMC

Fonte: Scorza, Carvalho e Wilson (2017) — traducio realizada pela autora.
Legenda: Macrdéfagos humanos parasitados por Leishmania sp. sdo regulados por citocinas presentes no

local da infeccdo. As citocinas inflamatorias do perfil Thl, IFN e TNF podem induzir sinergicamente a
producdo de ROS por macréfagos, inibindo assim a replicagdo do parasito dentro do fagolisossomo. As
células Th17 estdo aumentadas nas lesdes inflamatorias na LMC. Os transcritos quimioatraentes (ILS,
MCP1, CXCL9 e CXCL10) e os transcritos associados a ativagdo classica (tipo 1) de macréfagos (iNOS,
IL1) sdo medidos em lesdes inflamatdrias na LC. Em um ambiente regulatdrio (a esquerda), existem niveis
baixos de citocinas do perfil Thl com falta de efetores microbicidas. Células T ou citocinas derivadas de
macrofagos, incluindo citocinas do perfil Th2, IL-10 e TGF antagonizam os efeitos de IFN e TNF, e
poliaminas aumentadas podem resultar na proliferagdo do parasito. As células TREG podem suprimir os
efeitos do IFN. Os receptores inibitdrios em células T CD4 + ou CD8 + (CTLA4, PD1 e LAG3) e seus
contra-ligantes (CD80, CD86 e PDL1) estdo associados a exaustdo de células T. A atividade da arginase

esta associada a ativagdo de macréfagos ndo classicos do tipo M2. iNOS: Oxido nitrico sintase induzivel,;
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ROS: espécies reativas de oxigénio LCL: leishmaniose cutanea localizada, LCDs: leishmaniose cutidnea
disseminada, LCDf: leishmaniose cutanea difusa, LMC: leishmaniose mucocutanea, LCRC: leishmaniose
cutanea recidiva cutis; MCP1: proteina quimioatraente de mondcito 1; CXCL: ligante de quimiocina
(motivo C-X-C); IFNy: Interferon y; TNF: Fator de necrose tumoral, IL10: Interleucina 10, TGFp: Fator de
crescimento transformador B, ROS: Espécies reativas de oxigénio, DTH: Hipersensibilidade tipo 1
retardada; TREG: célula T reguladora; TH: célula T auxiliar; MCP: proteina quimioatraente de mondcitos,

CTLA4: Linf T citotdxico.

O sistema imunolégico do individuo com LTA desencadeia uma resposta imune
adaptativa, através da atividade dos linfocitos T CD4+, podendo promover uma resposta
protetora (Th1) ou de suscetibilidade a doenca (Th2). O perfil de citocinas do tipo Thl
caracteriza-se por niveis elevados de IFN-y, IL-12, IL-2 e TNF, enquanto do tipo Th2
aumenta a producdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que inibem a ativagdo macrofagica, e
consequentemente ocorre a formacao das manifestacdes clinicas. Apos diferenciacdo dos
linfocitos T CD4+ para o tipo Th1, a citocina IL-12 produzida por células apresentadoras
de antigenos (APCs), linfocitos B, células dendriticas e macrofagos, medeia a resposta de
protecdo e induz a produgio do TNF e interferon gama (IFN-y) para promover o controle
e destruigao de parasitos através da ativacdo de macrofagos infectados. A citocina [FN-y,
de forma sinérgica com o TNF, atua ativando a enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) de macrofagos, para producdo de NO, sendo gerada através de um processo
denominado “respiratory burst” (explosdo respiratoria), que pode ser definida como um
aumento do consumo de metabolitos de oxigénio no interior dos macroéfagos, resultando
na morte intracelular do parasito e controle da doenca. Na resposta do perfil Th2, existem
fatores que antagonizam os efeitos destas citocinas e favorecem a multiplicacdo do
parasito, tais como a interleucina (IL)-4, IL-10 e o fator de crescimento tumoral beta
(tumor growth factor beta - TGF-), que s3o moléculas anti-inflamatorias, que inibem a
producdo de IFN-y e bloqueiam a ativagdo de macrofagos/ neutrofilos (Figura 6)
(ALEXANDER; BROMBACKER, 2012; AMEEN, 2010; BARRAL et al., 1995;
BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; BOURREAU et al., 2001;
NYLEEN; GAUTAM, 2010; RIBEIRO-AVILA, 2017; SALHI et al., 2008).

No entanto, embora a producio de citocinas proinflamatoérias ser essencial no
controle da morbidade da LT, a producdo excessiva desses fatores soliiveis pode
desencadear a imunopatologia mais grave da doenca, como a forma clinica mucocutanea.
O perfil Th2 associa-se a persisténcia do parasito no local da infeccdo, a producdo de

citocinas anti-inflamatérias em baixos niveis diminui as reagdes inflamatorias e acelera o
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processo de cicatrizagdo de feridas (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016), pois

mantém um equilibrio entre os perfis para uma cura clinica mais rapida.

Figura 6. Diferenciac@o dos linfocitos T helper para os perfis do tipo 1, 2 e 17 em resposta as diferentes

espécies de Leishmania com definicdo da ativagdo macrofagica e impacto na carga parasitéria.

APC L. infantum, L.

donovani, L. major,
L. amazonensis, L.
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Fonte: Gongalves-de-Albuquerque et al. (2017), traduzido pelo autor.

Legenda: Células T virgens se diferenciam no tipo Th1 na presenca de IL-12, que atua na ativacdo de genes
pro inflamatdrios como IFNy e TNF. Na presenca de IL-4 sdo ativados genes do perfil Th2, que incluem
IL-10, uma importante citocina reguladora da ativacdo macrofagica e inflamagdo. A diferenciacdo de
células Th17 decorre da ativag@o de células T pela combinacido de TGFP, IL-6, IL-1f e IL-23. A presenca
de IL-23 ¢é determinante para a manutencdo de células Th17. As células Th17 também podem ser geradas
independentemente do TGFf, numa via alternativa de ativacdo. Quando as células Th17 "classicas" foram
comparadas com aquelas geradas de modo alternativo as células "Thl7 alternativas" foram mais
patogénicas por apresentar maior producdo de IFNy. O IFNy produzido por Thl ativa a enzima iNOS e
aumenta a producdo de dxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS), necessarios para
eliminacdo das amastigotas. A produgdo de ROS no microambiente de infecc@o é reforcada pela presenca
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dos neutroéfilos recrutados pela IL-17 e, na auséncia de regulag@o por IL-10, pode levar ao agravamento do
dano tecidual.
Legenda: NO: Oxido Nitrico; ROS: espécies reativas de oxigénio.

Em diversos estudos, a resposta imunologica do perfil Th17 tem apresentado papel
especial contra a leishmaniose, devido a citocina IL.-17 relacionar-se ao complexo de
regulacdo ascendente e descendente de citocinas anti e pro-inflamatoérias, assim como a
producdo da IL-17 interliga-se ao mecanismo genético do hospedeiro. O individuo
infectado por Leishmania spp. estimula a produgio de IL-17, contribuindo na ativagio de
macrofagos e recrutamento de neutrofilos para o local da ferida. A diferenciacio de
células Th17 é mediada pela ativacdo de células T naives numa combinacido de TGF-p,
IL-6, IL-1pB, e IL-23. TGF-B e IL-21 regulam a IL-23 e o receptor de IL.-23, decisivo para
a manutencdo das células Th17. O estudo de Nascimento (2012), sugere que a IL.-17
regula negativamente a producgdo de IL-10, contribuindo para o controle da infecgao.
Além de promover a modulagdo de IL-10, a IL-17 foi capaz de potencializar a produgdo
de NO in vitro e in vivo. A 1L-17 € uma importante citocina reguladora que controla a
diferenciagdo de células Th17 e regula a producdo de NO. Mas a influéncia de Th17 / IL-
17 na LTA depende da espécie de Leishmania, o que ja foi avaliado em pacientes
infectados por L. braziliensis, verificando que a IL-17 ndo atua de forma direta na
eliminacdo do parasito, pois depende diretamente da presenca de IFN-y (ANVERSA et
al., 2018; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017; KHADER; GOPAL, 2010
KORN et al., 2009).

No entanto, a resisténcia ou susceptibilidade a doenca nos seres humanos além de
estarem interligados a resposta imune do hospedeiro, também relaciona-se a fatores como
desnutricdo, supressdo imunitaria (por exemplo, HIV) e componentes genéticos

(ANVERSA etal., 2018).
2.6 Métodos de prevencio e controle para LTA

A LTA ¢ considerada um grave problema de satde publica, devido ao aumento
no numero de casos no decorrer dos anos. Devido a esta expansdo faz-se necessario
realizar o acompanhamento dos pacientes, no intuito de contribuir para uma rapida cura
clinica e investigacdo dos focos endémicos. Diante disso acdes de satde e vigilancia
podem auxiliar na conscientizacdo da populagdo e controle desta doenca no pais

(BRASIL, 2017MIRANDA; ANDRADE, 2018).
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Para evitar riscos de infeccdo, importante utilizar estratégias de interrupcio da
transmissdo vetorial, impedindo a proliferacdo do vetor ou a picada através de barreiras
fisicas ou quimicas (RIBEIRO et al., 2018), utilizando as principais medidas preventivas
em ambientes individuais e coletivos, tais como: o uso de repelente e mosquiteiros de
malha fina (uma vez que estes insetos medem de 2 a 5 mm) em ambientes de area
endémica; evitar exposi¢do nos horarios de atividade do inseto vetor (crepusculo e noite);
uso de telas de protecdo, evitar o acimulo de lixo em quintais e terrenos que beneficiem
criadouros para formas imaturas do vetor; poda de arvores para diminuicdo do
sombreamento do solo (temperatura e umidade) que propicie a criagdo de larvas do
flebotomineo; distdncia minima de 400 a 500 metros entre as residéncias e a mata
considerada endémica (BRASIL, 2017). Para definir as estratégias e acdes de controle ¢
necessario considerar os aspectos epidemiologicos de cada area endémica a ser
trabalhada.

O controle da LTA deve ser abordado de forma abrangente, relacionando cinco
principais aspectos: vigilancia epidemioldgica, medidas de atuacdo na cadeia de
transmissdo, medidas educativas, medidas administrativas e futuramente vacinais
(BASANO; CAMARGO, 2004). Devido ao aumento da incidéncia de leishmanioses em
todo o mundo, o desenvolvimento de novas estratégias, como vacinas profilaticas para

prevenir a infec¢do e diminuir a doenca, tornou-se uma prioridade (BRITO et al., 2018).
2.7 Terapia para LTA

O primeiro farmaco desenvolvido para o tratamento das leishmanioses foi o
Tartarato Emético (tartarato duplo de antiménio e potassio - C4H40O7Sb), descoberto por
Gaspar Vianna, mas devido a sua toxicidade, foi substituido pelo antimonial pentavalente
(Sb™®) (VIANNA, 1912), o qual continua sendo utilizado como primeira escolha para
tratamento da LTA atualmente (ALMEIDA; SANTOS, 2011; CARVALHO, 2012).

No mercado internacional, ocorre a fabricacio de duas formulagdes de
antimoniais pentavalentes disponiveis: o antimoniato de meglumina e o estibogluconato
de sodio, mas o ultimo ndo ¢ comercializado no Brasil. Segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), recomenda-se que a dose de antimoniato de meglumina seja calculada
em miligramas de Sb*> por quilograma de peso corporal por dia (mg Sb*¥/kg/dia), para
padronizar o esquema terapéutico (BRASIL, 2017). Os mecanismos de a¢do do Sb*

parecem atuar na forma amastigota da Leishmania inibindo a atividade enzimatica do
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metabolismo energético, levando a deplecdo de ATP intracelular, e a via oxidativa dos
acidos graxos (BENTO et al., 2013). Outros estudos indicam a apoptose de amastigotas,
envolvendo fragmentacdo do DNA e externalizacdo de fosfatidilserina (SERENO et al.,
2001; SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003). Sugere-se que Sb" seja um pro-farmaco, o qual
seria reduzido in vivo a Sb™ (fArmaco mais ativo contra amastigotas axénicas), por um
mecanismo que envolve tidis e/ou enzimas especificas (BENTO et al., 2013). Devido a
escassez de opgdes terapéuticas eficazes e o uso dos medicamentos atuais causarem
grande toxicidade, em 2013, a Organizac¢do Pan-Americana da Satde (Opas) atualizou e
adaptou as recomendacdes da OMS para a realidade do tratamento nas Américas. A
recomendacdo da droga para os pacientes com a forma clinica LCL deve considerar a
espécie da Leishmania infectante.

Em areas onde ha predominio de L. guyanensis ocorre uma nova recomendagio
para o uso de Isiotionato de Pentamidina como farmaco de primeira escolha, devido a
resisténcia ao tratamento com o antimoniato de meglumina por esta espécie. Dessa forma,
o médico responsavel deve diferenciar o tratamento a ser utilizado, considerando a
situacdo epidemiologica da area endémica e a espécie responsavel pela forma clinica do
paciente (detectada a partir de métodos como: Multilocus Enzyme Electrophoresis-
MLEE, Anticorpos Monoclonais, Restriction Fragment Leight Polymorphism-RFLP,
Sequenciamento, qPCR) (BRASIL, 2017; BAPTISTA et al., 2009). Na pratica, o médico
desconhece a espécie causadora da infeccdo e utiliza como primeira escolha o antimoniato
de meglumina. Espera-se observar uma resposta terapéutica favoravel apos até trés
aplicagdes, mas caso ndo ocorra progressdo para uma cicatrizagcdo da lesdo, até o terceiro
més do término do tratamento, o mesmo esquema terapéutico podera ser reiniciado ou
recomenda-se o uso do segundo farmaco de escolha, como o Pentamidina.

Miranda-Verastegui et al. (2005), afirmaram que o tratamento com antiménio
pentavalente ¢ de longo prazo (inje¢des diarias por até 3 semanas) e € altamente toxico
(desencadeando fadiga, cardiopatia e pancreatite). Além disso, a resisténcia ao antimonio
pentavalente esta aumentando em algumas regides do mundo, onde LT ¢ endémica, sendo
necessarias novas formas de tratamento (ALIREZA-FIROOZ et al., 2006; LIRA et al.,
1999). A identificacao da espécie de Leishmania é crucial para um melhor direcionamento
da conduta terapéutica (CARVALHO, 2012), devido a heterogeneidade etiologica da
LTA ter implicagdo direta com as apresentagdes clinicas e resisténcia ao tratamento pelos

métodos convencionais disponiveis (BRASIL, 2017).
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A miltefosina (hexadecilfosfocolina) ¢ outro medicamento existente para o
tratamento da LT, de via de administragdo oral, mas o Ministério da Saude do Brasil
preconiza apenas medicamentos com via de administracdo sist€émica, com um potencial
hepato, cardio e nefrotoxico, como o antimoniato de meglumina. No entanto, os efeitos
adversos da Miltefosina geralmente acometem apenas o trato gastrointestinal,
ocasionando em dor abdominal e diarreia, nduseas e vomitos, que nio interferem na
terapia. A maioria dos casos de LTA acomete areas rurais e de dificil acesso, dificultando
o acompanhamento dos pacientes e aplicagdo parenteral do medicamento (CONITEC,
2018). A miltefosina foi desenvolvida para tratamento de metastases cutidneas em
carcinomas mamarios, mas em estudos realizados na India, descobriu-se a eficicia
terapéutica no tratamento das leishmanioses. A disponibilizacdo de um medicamento de
uso oral e efetivo contra a leishmaniose aumentaria a adesao ao tratamento nas areas mais
pobres e de dificil acesso do Brasil, tais como regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste
que possuem maior numero de casos (BRASIL, 2017; CONITEC, 2018;). Esta droga age
na membrana celular do parasito, sem interagir com o DNA, interferindo na composicao
lipidica, permeabilidade e fluidez da membrana, assim como no metabolismo de
fosfolipideos, para induzir a morte celular por apoptose (FILHO; LUCAS; SAMPAIO,
2008).

Em ensaios clinicos realizados no Brasil comparando a miltefosina com o
antimoniato de meglumina para tratamento de Leishmania braziliensis, os resultados
mostram-se distintos com taxas de cura apos seis meses, sendo um total de 75% curados
com o uso da miltefosina, e 53,3% para o grupo tratado com o antimoniato de meglumina
(MACHADO et al., 2010). Na Colombia, pacientes foram tratados com Miltefosina e
antimoniato de meglumina, durante 28 dias (via oral) e 20 dias (inje¢@o intramuscular),
sendo a eficacia por protocolo de 69,8% e 58,6% para a miltefosina, e 85,1% e 72% para
o antimoniato de meglumina (VELEZ et al., 2010). Na Bolivia a combinacio de
miltefosina com pentamidina curou 92% dos pacientes com LT (SOTO, 2018). No Ir3,
verificou-se que pacientes com LT que foram tratados com miltefosina ou antimoniato de
meglumina, obtiveram cura clinica em 92,9% e 83,3%, respectivamente (MOHEBALI et
al., 2007). Desta forma, verificou-se que a Miltefosina € mais eficaz do que medicamento
de primeira escolha indicado no Brasil, podendo acelerar o tempo de cicatrizagdo da lesdo

e prevenir o desenvolvimento de resisténcia, fornecendo uma dosagem diaria mais baixa,
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por ser um medicamento de uso oral, e provavel diminuicdo dos efeitos colaterais
(MACHADO et al., 2020).

Em outubro de 2018, o Ministério da Satde incorporou a miltefosina como
farmaco de primeira linha para o tratamento da LTA (humana) no ambito do Sistema
Unico de Saude - SUS, por meio da Portaria n°® 56, de 30 de outubro de 2018. Diante
disso, sera feita a importacao pelo Ministério da Saude (ANVISA, 2020).

2.8 Novos candidatos terapéuticos

O desenvolvimento de farmacos ¢ complexo, longo e de alto custo, tendo conexao
com as inovagdes cientificas e tecnologicas. Os avangos expressivos dos estudos
quimicos e biologicos, acarretam na melhor compreensdo de vias bioquimicas e
farmacologicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao aparecimento e
desenvolvimento de doencas, possibilitando a descoberta de inovagdes terapéuticas
notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das diversas
populacdes no mundo (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; GUIDO et al., 2008;
SANG]I, 2016).

2.8.1 Compostos sintéticos

Os processos biotecnologicos associados aos métodos de Quimica Medicinal
destacam-se no desenvolvimento de novas moléculas com atividade bioldgica (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIV A, 2010), além de verificar a diversidade estrutural quimica para
sintese orientada de farmacos, através da triagem de diversos compostos candidatos a
terapia (BITTERMAN, SPYCHER, GOSS, 2016; SANGI, 2016;). Com base nessas
informacdes, destacam-se os derivados ftalimidas e os heterociclicos 1,2,3-triazois como
substancias quimicas com ampla variedade de atividades bioldgicas, com um potencial
leishmanicida e baixa toxicidade para as células do hospedeiro (HOLANDA, 2018).

As ftalimidas pertencem a familia das iminas ciclicas, compostos
heteroaromaticos que contém o grupamento —CO-N(R)-CO—, sendo R um atomo de
hidrogénio, grupo alquila ou grupo arila, os quais podem ser subdivididos em maleimidas,
succinimidas, glutarimidas, ftalimidas e naftalimidas (AL-RAZZAK; AL-AZZAWL,
2012; CECHINEL et al., 2003). Dentre as imidas ciclicas, verificou-se que os compostos
contendo o grupamento ftalimidico vém apresentando atividades anti-inflamatorias,

anticonvulsivantes, analgésicas, antimalarico, hipolipidimicas, imunomoduladoras e
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leishmanicida (Figura 7) (ALIANCA et al., 2017; GONZALEZ; CLARK; CONNELLY;
RIVAS, 2014; LIMA et al., 2002; SHARMA ; KUMAR; KUMAR; SINGH, 2010).

Figura 7. Estrutura Quimica da Ftalimida.
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Fonte: SHARMA ; KUMAR; KUMAR; SINGH, 2010.

O tiazol, um heterociclo tinico que contém atomos de enxofre e nitrogénio, ocupa
um lugar importante na quimica medicinal, sendo parte essencial do nicleo da penicilina
e alguns de seus derivados apresentam atividades antimicrobiana (sulfazol),
antirretroviral (ritonavir), antifungica (abafungina), anti-histaminica, anticancer
(tiazofurina), anti-helminticos, anti-inflamatérias, anti-tlcera, leishmanicida e
antitircoidiana (ALIANCA et al, 2017, CHHABRIA; PATEL; MODI;
BRAHMKSHATRIYA, 2016; MOHAREB; AL-OMRAN; ABDELAZIZ; IBRAHIM,
2017).

Além dos tiazodis, derivados triazolicos s@o importantes compostos organicos
heterociclicos de cinco membros, com trés atomos de nitrogénio e dois atomos de
carbono, e vém apresentando resultados promissores, inclusive atividade leishmanicida
(ALIANCA et al., 2017, CHHABRIA; PATEL; MODI; BRAHMKSHATRIYA, 2016;
RODRIGUES, 2015).

Existem estudos que provam a eficacia da combinacdo de compostos que possuem
na sua estrutura quimica as classes ftalimida e tiazol, incluindo na inibicdo de
tripanosomatideos (ALIANCA et al., 2017; GOMES et al., 2016), assim como compostos
contendo os grupamentos ftalimidicos e triazolicos, sendo facilmente obtidos pelo
método de Click Chemistry (HOLANDA, 2018), refor¢cando o incentivo a aplicacdo de
novas drogas que contenham esses grupamentos na inibicdo de microrganismos
patogénicos. O método de Click Chemistry caracteriza-se por apresentar reagdes rapidas,
com altos rendimentos, subprodutos inofensivos, estereoespecifica e sem o uso de

solventes ou que estes ndo sejam toxicos (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001). Como
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exemplo desse tipo de reacao, caracteriza-se a formacao do triazol pela cicloadi¢do de um

alcino com uma azida catalisada por Cu(I), reagdo também conhecida como CuAAC.

2.8.2 Compostos naturais

Os primeiros compostos com propriedades terapéuticas tiveram origem natural,
obtidos principalmente de plantas e destinavam-se ao tratamento de doengas infecciosas.
Os produtos naturais e suas estruturas moleculares tém relevancia por constituirem
diversos pontos de partida para a Quimica Medicinal e a descoberta de medicamentos,
sendo empregados em industrias farmacéuticas e biotecnologicas (HARVEY, 2008;
PATRIDGE et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). Sabe-se que novos agentes anti-
inflamatorios de fontes naturais apresentam menos efeitos adversos, tornando-se
alternativas para um desenvolvimento a longo prazo de administracio (EL GAMAL,
2010; SIBI; RABINA, 2016).

Devido a sobrevivéncia das algas em ambiente competitivo, estas puderam
desenvolver estratégias de defesa. As microalgas apresentam diversas vantagens no
cultivo, como a alta taxa de crescimento, facilidade de cultivo e baixos custos para o
crescimento. A composicio quimica das microalgas depende da espécie e das condigdes,
como temperatura, iluminacdo, pH, CO», sal e nutrientes. Dentre os produtos naturais,
podemos destacar os microrganismos fotossintetizantes, como a Chlorella vulgaris
(Figura 8), ainda pouco explorados, mas com estudos que relatam uma atividade anti-
inflamatoria (EL GAMAL, 2010). Microrganismos fotossintetizantes, como
cianobactérias procarioticas e microalgas eucaritticas, sdo fontes de substancias bioativas
mas ainda sdo pouco descritas, tais como, esterdis, acidos graxos poliinsaturados,
polissacarideos, enzimas, peptideos, lipidios, carboidratos, antibioticos, antioxidantes e
proteinas. No entanto, a composi¢cdo da biomassa depende da espécie e das condicdes de
cultivo (CHEN; JIANG, 2017; CHISTI, 2007; GOMEZ-ZORITA et al., 2019;
MIMOUNI et al., 2012; POTVIN; ZHANG, 2010; TORRES et al., 2014; VEAS et al.,
2020; WANG et al., 2014). Existem poucos relatos de novos metabolitos secundarios
entre as clorofitas, mas devido a facilidade na cultura, propagacdo e sensibilidade
tornaram-se excelentes modelos para avaliacdo da toxicidade (DEHGHANPOUR et al.,
2020).
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Figura 8. Células da microalga C. vulgaris observadas em microscopio optico (40x).

J 5 A - -
s, . Y&
o & D a0 %
< o8 A - )9 C s
. e gv g 3
. > .
Vo e
’ )" » . bt ° - ?
V) | 2 < e . J [«
9 >, £ o) C °
9B o -
\
.
s b5 < » 4
N - 0 ~ »
- o e o R
' |5 s ) . bt ./ o ~ ) C
Q ry - < o ¢ < ] %
2 | =) r J — v "”4(‘ o
5 5) J s > Ll Yo . © =4 e
2] JJ 2y 50 P
. (0) PN - o
. c0 o, 2 P y
o 2 = @° ot - .
) ' o > -
Q C
) A o
(< v
< * pe
Q P o) -
Q= ) . ) 0 - & { o - .
- > [ C < )
o «Q ¢ - »
LR VS Al - N2> > € .
R0, s
- ) &< )
’ A < & (S . o
< >0, e
? » 4 » )
o 5 ® ~P - - -
-
& v -3 %Y e b =

Fonte: A autora.

Estudos indicam que as algas marinhas s3o uma fonte promissora para o
desenvolvimento de novos compostos bioquimicamente ativos, especialmente com
atividades antiprotozoarias (leishmanicida e tripanocida), anti-inflamatorias, analgésicas,
imunomoduladoras, antioxidante, antitumorais, microbicida, anti-obesidade, antivirais e
antiparasitarias, além de contribuir na diminui¢do de triacilglicerideos (presentes no
figado e soro) (BLUNT et al., 2013; CARDOZO et al., 2007; GOMEZ-ZORITA et al.,
2019; MAYER et al., 2013; NEWMAN; CRAGG, 2004; SOUSA et al., 2017; STEIN et
al., 2011; TEMPONE; MARTINS-DE-OLIVEIRA; BERLINK, 2011; TIWARI et al.,
2019; TORRES et al., 2014; VEAS et al., 2020).

As microalgas, juntamente com as cianobactérias (Cyanophyceae), fornecem
energia para todos os niveis troéficos acima delas. As principais microalgas classificam-se
em: cloroficeas (Chlorophyceae), diatomaceas (Bacillariophyceae), dinoflagelados
(Dinophyceae) e euglenoficeas (Euglenophyceae). No entanto, apesar da grande
biodiversidade destes organismos fotossintetizantes, as mais estudadas sdo Chlorella,
Spirulina, Haematococus, Dunaniella e Scenedesmus (GOMEZ—ZORITA et al., 2019;
RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).
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2.8.2.1 Chlorella vulgaris

A C. vulgaris € uma microalga verde unicelular, de forma esférica e o diametro
micrométrico (Figura 6), com propriedades biologicas e farmacoldgicas importantes para
a saude humana, pois contém cerca de 55-67% de proteina, 1-4% de clorofila, 9-18% de
fibra dietética, dentre outros diversos macro e micronutrientes funcionais utilizados como
suplemento alimenticio, incluindo proteinas, acidos graxos poli-insaturados dmega-3,
polissacarideos, vitaminas e minerais. Verificou-se que a suplementacdo com C. vulgaris
pode melhorar a hiperlipidemia e a hiperglicemia, além de proteger o organismo contra o

estresse oxidativo, cancer e doenga pulmonar obstrutiva cronica (PANAHI et al., 2015).

Na avaliacdo de extratos da C. vulgaris verificou-se sua atividade como
antioxidantes naturais, suplementos alimentares ou aditivos, racdes, antibacterianos,
antifungicos, cicatrizantes e imunoestimuladores (GUZMAN et al., 2003; FRADIQUE et
al., 2010; PANAHI et al., 2016; SAFI et al., 2014; SHIM et al., 2018; ZIELINSKI et al.,
2020). Diferentes estudos verificaram efeitos hepato-protetores, imunomoduladores, anti-
hipertensivos, anti-aterogénicos, anti-hiperglicémicos, anti-hiperlipidémicos,
antiinflamatérios, anti-hiperglicémicos, antioxidantes, anti-tumorais, anti-bacterianos e
anti-virais de Chlorella (PANAHI et al., 2016). Assim, ensaios que avaliem a seguranga
e eficacia desta microalga para tratamentos antiparasitarios estdo se tornando ainda mais

cruciais.

2.8.3 Medicamento disponivel no mercado

2.8.3.1 Imiquimod

O derivado de imidazoquinolineamina 1- (2-metil propil) -1H-imidazol [4,5-c]
quinolina-4-amina (Imiquimod) ¢ utilizado para o tratamento de verrugas genitais, de uso
topico, relacionadas a infec¢des sexualmente transmissiveis, sendo um potente
estimulador de citocinas, particularmente interferons (HENGGE et al., 2000; MOORE et
al., 2001). Este medicamento ¢ um eficaz imunomodulador, devido a estimulagdo de
citocinas pro-inflamatorias, aumentando a producdo de TNF, IFN-Y e IL12, que regulam
positivamente a resposta imune celular, podendo apresentar uma atividade leishmanicida
por estimular o macrofago (derivados da medula 6ssea de camundongos BALB/c fémeas) a
produzir 6xido nitrico (BUATES; KAPSENBERG, 2003; MATLASHEWSKI, 1999;
SKINNER, 2003). Além disso, induz a sintese de interferon alfa (IFN-a) tanto in vivo
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quanto in vitro nas células mononucleares do sangue periférico, podendo gerar a
expressdo de varios genes do IFNA (ativagdo transcricional de interferon A -
transcriptional activation of interferon A) (IFNA1, IFNA2, IFNAS, IFNA6 e IFNAR),
bem como do gene IFNB, e genes da IL -6, IL-8 e do TNF (MEGYERI et al., 1995).
Segundo dados do estudo de Gibson et al. (1995), o imiquimod nfo estimula apenas os
monocitos do sangue periférico, mas também a produgdo de IFN-a, IL-12 ¢ TNF por
macrofagos e células dendriticas. A IL-12 vai estimular as células auxiliares da resposta
celular Thl, diretamente envolvidas com imunidade celular.

O imiquimod inibe a producdo de IL-4 e IL-5, parcialmente mediada por IFN-a,
sendo fatores associados a resposta Th2 (WAGNER et al., 1999), responsavel pela
suscetibilidade a infeccdo na LTA. Assim, o Imiquimod parece potencializar as respostas
das citocinas pro-inflamatorias enquanto suprime simultaneamente a liberacdo de
citocinas anti-inflamatorias e/ou regulatérias (PARRONCHI et al., 1992; PARRONCHI
et al., 1996). O uso topico do Imiquimod em conjunto com o Sb+5 promoveu cura clinica
de pacientes com LT em 50%, 61% e 72% dos individuos tratados durante um, dois e trés
meses, respectivamente. Estes resultados foram superiores quando comparados ao Sb+5
utilizado isoladamente, mas apenas 15%, 25% e 35% obtiveram cura clinica, nos
respectivos meses e foram relatados efeitos adversos como edema, prurido, queimadura,
eritema e dor (MIRANDA-VERASTEGUI et al., 2005). O uso topico do Imiquimod ativa
as fungdes imunologicas locais (ALIREZA-FIROOZ et al., 2006). Arevalo e
colaboradores (2007) relataram que a terapia combinada do antimoniato de meglumina
com o imiquimod foi mais eficaz, devido a cura clinica (cicatrizagdo da lesdo) mais
rapida. O estudo de Emani et al. (2018) utilizou o imiquimod como ligantes de TLR
adjuvantes, para aumentar a imunogenicidade e a taxa de protecdo contra a leishmaniose,

apos inducdo da via de imunidade celular.
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3 JUSTIFICATIVA

Em estudo anterior, pacientes com LTA procedentes de areas endémicas do
Amazonas (AM) e Pernambuco (PE), foram acompanhados e ensaios de qPCR para
quantificagdo da carga parasitaria foram realizados durante o protocolo terapéutico
estabelecido pelo médico infectologista. Um total de 95,24% dos pacientes foram tratados
com o medicamento convencional (Glucantime®), e constatou-se que apenas metade dos
pacientes tratados, apresentaram cura clinica (cicatrizacdo da lesdo) e mesmo naqueles
com remissdo dos sintomas, pode-se observar permanéncia e até o aumento da carga
parasitaria apos a terapia. Nos pacientes em que ndo houve a cura clinica, ou seja,
permanéncia da lesdo, diferentes cenarios foram observados, tal como a cura
parasitologica, demonstrando a necessidade de modulacdo da resposta imune (MORAIS
et al., 2020). Sabe-se que o tratamento da LTA é uma importante medida de controle,
mas devido a problemas como alta toxicidade e inumeros efeitos colaterais, torna-se
relevante investir em novas alternativas terapéuticas que contribuam na modulacdo dos
perfis pré e anti-inflamatoérios.

A indugido da cura pela resposta imune ¢ realizada pela ativagao de células capazes
de produzir citocinas protetoras, que ativam macrofagos via IFN-y, resultando na sintese
de NO, ocasionando a morte dos parasitos intracelulares. Apesar da resposta Thl ser
benéfica, o controle da resposta inflamatoria através da producao de IL-10 pelo perfil Th2
bloqueia a ativacdo das células Thl, contribuindo para um equilibrio entre os perfis e
resultando na cura clinica (REIS, 2007; SOUZA-LEMOS et al., 2011).

Os dados obtidos demonstram que, em relacdo a LTA, um medicamento ideal teria
que apresentar uma agdo anti-inflamatoria, propriedade ndo encontrada no antimoniato
de meglumina. Tal efeito auxiliaria na modulagdo da resposta Th1, através da reducdo de
TNF, contribuindo na redugido do processo inflamatério e favorecendo a cura clinica.
Através dos avangos dos estudos quimicos e farmacologicos, tém-se obtido resultados de
novas drogas, como os derivados ftalimidas e os heterociclicos 1,2,3-triazois, para os
tratamentos de doencas infecciosas, que apresentam ampla variedade de atividades
biologicas investigadas, incluindo atividade leishmanicida e possivel atividade anti-
inflamatoria (BROCKSOM et al., 2015; SANGI, 2016; SOUZA, 2014). No entanto,
bioativos obtidos a partir de microrganismos fotossintetizantes, como os extratos e/ou
purificados proteicos oriundos das microalgas poderiam atuar na inibi¢do do crescimento

de Leishmania sp. e imunomodulagdo da resposta imune, sem induzir importantes efeitos
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citotoxicos em células do hospedeiro. Neste contexto, a microalga Chlorella vulgaris,
surge como um importante fornecedor de bioativos, sem toxicidade, candidata a novas
terapias contra a LTA, o que torna este estudo inédito.

A inclusdo de medicamentos ja disponiveis no mercado, de forma aditiva a terapia
atualmente usada, contribuira para a otimizagao do esquema terapéutico, como a reducdo
da duracdo do tratamento, dose administrada, além de imunomodulacdo. O Imiquimod,
familia dos imidazoquinolonas, ¢ uma medicacdo aprovada para o tratamento de
infeccdes virais e tem sido avaliado quanto sua atividade imunomoduladora nas
leishmanioses (BUATES; MATLASHEWSKI, 2001; MEHRAVARAN et al., 2019).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar in vitro, por cultivo de células
humanas, novos compostos derivados ftalimidicos-triazolicos, medicagdes existentes e
extrato bruto da microalga Chlorella vulgaris em relagdo ao seu potencial
imunomodulador, a serem aplicados de forma aditiva ou substituta ao tratamento das
leishmanioses, visando a promocao de melhorias na conduta terapéutica da populacdo

afetada.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos, imiquimod e extrato bruto da
microalga Chlorella vulgaris possuem atividade imunomodulatéria em células de

individuos saudaveis?
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5 HIPOTESE

Compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos, imiquimod e extrato bruto da
microalga Chlorella vulgaris possuem atividade imunomodulatéria em células de

individuos saudaveis.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial imunomodulador, leishmanicida/ leishmaniostatica de novas

estratégias terap€uticas para LTA.

6.1 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Determinar a concentragdo mais adequada e indice de seletividade dos novos
compostos/medicamentos e extrato bruto da microalga (Chlorella vulgaris), para
o estimulo in vitro de células mononucleares do sangue periférico de individuos

saudaveis;

Avaliar a expressao dos principais genes reguladores relacionados aos perfis Thl,
Th2, Treg e Th17 em células humanas saudaveis, apos o estimulo in vifro com o
antigeno soluvel de Leishmania braziliensis, novos compostos/ medicamentos e
extrato bruto da microalga (Chlorella vulgaris);

Avaliar a produgio de citocinas relacionadas aos perfis Th1, Th2, Treg em células
humanas saudaveis, apdés o estimulo in vifro com o antigeno solivel de
Leishmania braziliensis, novos compostos/ medicamentos e extrato bruto da
microalga (Chlorella vulgaris);

Avaliar a producdo de NO das culturas (sobrenadante) em células humanas
saudaveis, frente aos novos compostos/medicamentos e extrato bruto da
microalga (Chlorella vulgaris);

Correlacionar as respostas obtidas pelos novos compostos/ medicamentos e

extrato bruto da microalga (Chlorella vulgaris).
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7 MATERIAL E METODOS
7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental (in vitro) para desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas para o tratamento da LTA.

7.2 Obtencio dos compostos sintéticos e extrato da microalga (Chlorella vulgaris)

7.2.1 Descricdo e obtencio dos compostos sintéticos

Os novos compostos derivados ftalimidicos-triazolicos, nomeados de RN1, RN2
e RN3, foram sintetizados a partir da técnica de Click Chemistry, e cedidos por
pesquisadores parceiros, incluindo a equipe da Dra. Vera Lucia de Menezes Lima,
Departamento de Bioquimica da UFPE, do Dr. Ronaldo Nascimento de Oliveira, UFRPE
e da Dra. Regina Bressan, [AM/FIOCRUZ, para serem avaliados quanto ao mecanismo
de acdo e toxicidade pelas respectivas equipes. As estruturas quimicas estao representadas

na Figura 9.

Figura 9. Estrutura quimica dos novos compostos derivados ftalimidicos-triazolicos: RN1, RN2 e RN3.
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7.2.2 Cultivo e extracdo da microalga Chlorella vulgaris

A microalga Chlorella vulgaris (Utex 1803) foi selecionada a partir da colecdo de
cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010). O cultivo desta microalga foi realizado
em meio Bold’s basal Stein (Ed.), com 1% de milhocina (SILVA et al., 2018), com uma
concentracdo celular inicial de 50 mg/mL, temperatura de 28 + 2 °C e iluminancia de 72
umol fotons m™ s}, sob aeracdo constante até atingir a fase exponencial de crescimento
celular. A concentragdo celular foi determinada por turbidimetria, utilizando uma curva
de calibragdo em func¢do da biomassa seca, no comprimento de onda (A) 680 nm (COSTA
et al., 2002).

A biomassa foi liofilizada e ressuspendida em tampao Tris HCI 0,1M (pH 7,4) e
entdo as células foram lisadas pelo método de sonicacdo (20 pulsos de 60 segundos, com
intervalos de 60 segundos), logo ap6s foram centrifugadas para obtencio do sobrenadante
denominado de extrato bruto. As proteinas no extrato bruto foram quantificadas antes da
filtracdo, pelo método do 4cido bicinconinico utilizando o kit BCA (BCA™ Protein
Assay Kit, Thermo-Scientific) e submetidos a filtracio em membrana de 0,22puM, para

posterior avaliacdo da atividade biologica.

7.2.3 Drogas de referéncia e Imiquimod

Foram utilizadas duas drogas de referéncia: Glucantime® (Antimoniato de
meglumina - Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.) (Peso Molecular = 365,98 g/mol) e
Milteforan™ (Miltefosina - Virbac do Brasil Indtstria e Comércio Ltda.) (Peso Molecular
= 407,568 g/mol) (Figura 10). O antimoniato de meglumina foi adquirido por meio da
parceria estabelecida com o Hospital das Clinicas - UFPE. A miltefosina e o Imiquimod
(Peso Molecular = 240,3g/mol) foram submetidos a sintese de seu principio ativo por

empresa especializada.

Figura 10. Estrutura quimica da Miltefosina e do Imiquimod.
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Fonte: Nogueira et al. (2011); Enosi-Tuipulotu et al. (2018).



56

7.3 Cultivo e obtencio das fracées antigénicas de L. (V.) braziliensis

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903)
foram expandidas em cultura em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich) de pH 7,2, e/ou meio
RPMI 1640, ambos meios contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) ¢ 1% de antibiotico
(penicilina 200U/mL). Para obtengdo da fase de crescimento exponencial, foram
realizados repiques entre o terceiro e quinto dia de cultivo, e incubados em estufa de
demanda  bioquimica de oxigénio (BOD), para verificar o efeito
leishmanicida/leishmaniostatico, com uma concentracio de 3x10° células/mL
(PORCINO et al., 2019).

Para a obtencdo das fragcdes 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
(sedimento) resultante foi ressuspendido em um tampao de lise (50mM Tris/ SmM
EDTA/HCI, pH7) ou PBS, sendo utilizado ImL de PBS para cada 1x10° parasitos. Em
seguida, foi acrescentado o inibidor de proteases (10mg/mL) para cada 1mL da soluc3o.
Posteriormente as células foram submetidas a congelamentos rapidos, em temperatura de
-196°C (Nitrogénio Liquido) seguido de descongelamento 40°C (Banho-Maria). Em
seguida, a suspensdo celular foi submetida ao processo de ultrassonicagio (60 segundos/
40W), por trés vezes, sendo centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante resultante ¢ a fracdo antigénica soluvel (L. braziliensis soluble antigen:
ASLDb), enquanto o sedimento ¢ a fracdo antigénica insoltivel. Apenas o ASLb foi
submetido a uma dosagem proteica, segundo o método de Bradford (1976). Apos esses
procedimentos, as fragdes antigénicas foram armazenadas a —20°C. O ASLD foi utilizado

nos ensaios de cultura celular.
7.4 Coleta de material biolégico

A coleta do material biologico foi realizada em voluntarios saudaveis que
aceitaram participar da pesquisa. Apods antissepsia com algoddo embebido em alcool
etilico 70% foram coletados com auxilio de agulhas 25x7 mm, 4 mL de sangue total,
acondicionados em um tubo de coleta a vacuo (4 mL), com anticoagulante EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid) (Vacutainer®) (para o diagnostico por qJPCR da LV e

LT, como descrito no item 7.5), para posterior extracio do DNA. Para a avaliagdo da
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resposta imune e realizagdo das culturas de células, foram coletados 20 mL de sangue,

divididos em 2 tubos Vacutainer® com heparina (2 x 10 mL).
7.5 Diagnéstico para as leishmanioses

Exame molecular - gqPCR para LV e LT: para extracdo de DNA das amostras de
sangue foi utilizado o QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) de acordo com as

recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi mantido em freezer a -20°C para
posterior analise molecular (PCR convencional-PCRc e qPCR). Como controle endogeno
das amostras, foi realizada PCRc utilizando o alvo G3PD, conforme desenvolvido por
Gongalves et al. (2012). A amplificagdo do produto foi visualizada por eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com Sybr safe.

Para a deteccdo de L. (L.) infantum, foi utilizado o sistema LINF 1B (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2009), o diagnostico para LT foi realizado pelo sistema kDNAT,

de acordo com Paiva-Cavalcanti et al. (2013).

7.6 Obtencdo de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) e cultivo

celular

Ao sangue heparinizado foi adicionado a salina tamponada (PBS - pH 7,2) na
proporcdo de 1:2. Esta mistura foi adicionada ao Ficoll-hypagque (proporgdo 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 (a
25°C). As células foram lavadas por centrifugacdo (400 x g por 10 minutos a 25°C) duas
vezes em PBS estéril (pH=7,2) (1:2), e o pellet contendo as células mononucleares foi
ressuspendido em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com SBF a 10% e 1% de
penicilina/estreptomicina (200 U/mL), e posteriormente foram contadas em camara de
Neubauer utilizando o corante de viabilidade Azul de Trypan. O valor obtido de células
foi ajustado para a concentracio de 1x10° células/mL através da adicdo de meio RPMI

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

7.7 Definicio das moléculas avaliadas

7.7.1 Determinacdo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi calculado através da razio entre a concentracio

citotoxica 50% (CCso) e a concentragdo inibitoria de 50% (ICso — inhibitory
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concentration). A determinagdo da CCs foi realizada a partir de experimentos realizados
com células humanas, por sua vez a ICso foi determinada em células promastigotas de
Leishmania braziliensis. Todas as células foram tratadas com os compostos ftalimidicos-
triazolicos, extrato bioativo da Chlorella vulgaris, drogas de referéncia ou Imiquimod.
Foram adotados parametros para determinar se os compostos sintéticos e o extrato natural
eram promissores para 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 (SHARIFT et al., 2018; WENIGER et al., 2001).

7.7.2 Viabilidade celular

Para a realiza¢do dos ensaios de avaliacdo da CCso, as PBMCs de humanos
sauddveis foram cultivadas numa concentragio de 1x10° células/mL, em placas de 96
pocos, contendo um volume final de 200puL. O extrato de C. vulgaris, Imiquimod e as
drogas de referéncia foram diluidos em meio RPMI 1640, nas seguintes concentragdes:
1000, 500, 250, 125 e 62,5ug/mL, para realizar os tratamentos (CORREIA et al., 2016;
SHEELA-DEVI; JOSEPH; BHUVANESHWARI, 2018). Ja para os compostos
sintéticos, foram diluidos em meio RPMI 1640, e testados nas seguintes concentragdes:
400, 200, 100, 50 e 25pg/mL (ALIANCA et al., 2014; HOLANDA, 2018).

O tratamento das células foi realizado em triplicata para cada estimulo, com
incubacgao de 24 horas (FENG; LIU; GAO; GENG; DAL 2019). Ap6s o tempo de cultivo,
foi realizada uma centrifugacdo a 2500 x g durante 5 minutos, sendo descartado o
sobrenadante e adicionado o MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)  -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) na concentragio de 1 mg/mL, solubilizado em meio RPMI
1640 sem vermelho de fenol, deixando incubar em estufa de CO; a 37°C durante 3 horas.
O MTT passou por um processo de redugcdo de sais de tetrazolio pela enzima
Desidrogenase, formando cristais de Formazan nas células viaveis, estes cristais foram
solubilizados com DMSO (Dimetilsulféxido) e posteriormente a leitura foi realizada em

espectrofotdometro a 540nm (MOSMANN, 1983).

7.7.3 Efeito leishmanicida/ leishmaniostatico

A ICs0 foi obtida a partir dos ensaios em cultura de Leishmania braziliensis, com

uma concentracdo de 3x10° células/mL (PORCINO et al., 2019), em placas de 96 pocos,
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tratados com compostos sintéticos nas seguintes concentracdes: 100, 50, 25, 12,5 e
6,25ug/mL (ALIANCA, 2017). Para o extrato de C. vulgaris, utilizou-se as seguintes
concentragdes proteicas: 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,63 pg/mL. (COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017). Para o antimoniato de meglumina e a miltefosina, a curva
de concentracdo foi de 250pug/mL a 15,63pug/mL, e 4pg/mL a 0,1pg/mL, respectivamente
(MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008; 2011). Apds o tempo de cultivo, as células foram
contadas e avaliadas quanto a sua morfologia/ motilidade por microscopia 6ptica.
Apenas para os compostos derivados ftalimidicos-triazolicos, o valor da ICso foi
fornecido pelos pesquisadores parceiros. Para o Imiquimod, foi utilizado o valor da
metade da concentracdo efetiva maxima (ECso= 1,51uM), conforme descrito por Tuipulotu

et al. (2018).
7.8 Analise da resposta imune

Foi adotada uma amostragem de conveniéncia (REIS, 2003), sendo coletado o
sangue de cinco voluntarios saudaveis, sem sinais clinicos, que ndo receberam transfusio
sanguinea e que foram negativos nos testes moleculares realizados para as leishmanioses.

As PBMC foram cultivadas e depositadas em placas de 48 pocos de poliestireno
(1x10° células/pogo) contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF e foram
estimuladas com o mitoégeno Fitohemaglutinina (phytohemagglutinin — PHA Spg/mL)
(controle positivo do cultivo), com o ASLb (5 pg/mL), com o antimoniato de meglumina
(Glucantime®- Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.) e a Miltefosina (Milteforan™ -
Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda.), ambos na concentracdo do valor da ICso;
com o extrato bruto da microalga Chlorella vulgaris (nas concentragdes dos valores de V4
da CCso, ICs0 , %2 da ICs0); 0 novo composto selecionado (nas concentracdes dos valores
da CCso; %2 da CCsp; ¥4 da CCsp e ICs0), € o Imiquimod nas concentragdes dos valores de
2x ECso0, ECso, ¥2 da ECso, ¥4 da ECso, com base no estudo de Tuipulotu e colaboradores
(2018). Pocos contendo células sem estimulo serviram como o controle negativo,
permanecendo em estufa de CO (5%) a 37°C durante tempo de cultivo pré-estabelecido

(48h) (PESSOA-E-SILVA et al., 2021).

7.8.1 Expressio génica

Foi realizada a avaliacdo da expressao relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos

principais genes reguladores relacionados aos perfis de resisténcia e susceptibilidade, a
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partir de PBMC dos individuos pertencentes aos grupos de estudo, apos os estimulos com
PHA (5pg/mL), com o extrato bruto da microalga (Chlorella vulgaris), com o derivado
ftalimidico-triazolico, com o ASLb (5 pg/mL), com o antimoniato de meglumina (AM),

miltefosina (M), Imiquimod (I) e sem estimulo (controle negativo).
7.8.1.1 Extragdo de RNA - TRIzol® ¢ transcri¢do reversa para cDNA

Ap6s o tempo de cultivo com os estimulos, foi realizada uma centrifugacio de
1.800 xg por 10 minutos, para remocao dos sobrenadantes. Em seguida, adicionou-se 1
mL de PBS para remocao da suspensio celular, a qual foi centrifugada a 300 xg por 5
minutos a 4°C. O pellet resultante foi ressuspendido em 750ul. de TRIzol®(Invitrogen)
e estocado a -80°C.

Ap6s descongelar as amostras estocadas, adicionou-se 200puL. de cloroférmio
incubando por 15 minutos a temperatura ambiente, e em seguida foram centrifugadas a
10.840 xg a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa resultante foi transferida para novo tubo
e feita a adi¢do de Alcool Isopropilico (Isopropanol), na mesma quantidade, incubando
por 10 minutos a -20°C, e posteriormente realizando uma nova centrifugacdo. Em
seguida, foi removido o sobrenadante, adicionando 1mL de Etanol a 75%, centrifugando
a 3670 xg 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 mRNA em espectrofotometro e armazenando a -80°C.

O mRNA obtido foi transformado por transcricio reversa para DNA
complementar (cDNA), utilizando o kit TagMan Reverse Transcription Reagents
(Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do fabricante, o qual contém a enzima
Multiscribe reverse transcriptase (50U/uL), inibidor de RNAse (20 U/uL), mix de dNTPs
(10mM), primers randomicos (S0uM), tampao de reagdo (10X RT Buffer) e solucdo de
cloreto de magnésio (MgCI2 — 25mM). As condigdes de ciclagem utilizadas seguiram as
instrugdes do fabricante (25°C por 10 minutos; 37°C por 30 minutos; 95°C por 5 minutos;
4°C até retirar). Ap6s dosagem da concentracdo das amostras em espectrofotdmetro, foi
realizada a RT-PCR.

Os niveis de mRNA foram quantificados a partir do cDNA, por PCR em tempo
real (Sistema 7agMan®) através do sistema de deteccdo de sequéncias QuantStudio 5

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) e usando o kit TagMan® Gene
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Expression PCR Master Mix (Applied Biosystems) para os genes reguladores principais
T-bet/Tbx21 (ID: Hs00894392 ml), GATA3 (ID: Hs00231122 ml), RORc (ID:
Hs01076112 ml1) e FOXP3 (ID: Hs01085834 ml), como também o NOS2
(Hs01075529 m1). Como controle endégeno da reacdo foi utilizado o Human GAPDH
(ID: Hs02786624 gl).

A expressao relativa (Relative quantification - RQ) do mRNA foi calculada apos
normalizagdo das amostras com o controle endogeno pelo método do Ct (Cycle threshold)
comparativo (AACt), o qual consiste na subtragdo do ACt (variagdo entre a média do Ct
do gene de interesse pelo Ct do controle endogeno) do estimulo pelo AC? do calibrador,
a ser definido de acordo com a andlise a ser realizada. Todas as amostras foram analisadas

em triplicata e expressas com a média + desvio-padrao.

7.8.2 Dosagem para citocinas do perfil Th1/Th2 nos sobrenadantes de cultura

A dosagem de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) nos sobrenadantes
de cultura de PBMC foi realizada utilizando o kit BD™ Human Thl/Th2 Cytokine
Cytometric Bead Array (CBA) Kit II (Becton Dickinson). Inicialmente, preparou-se uma
curva padrdo com dilui¢des seriadas entre 1:2 (2,500 pg/mL) e 1:256 (20pg/mL). O mix
de beads de captura foi preparado e adicionado nos tubos de ensaio, para posteriormente
adicionar as aliquotas dos sobrenadantes de cultura das amostras, e o reagente de deteccio
em todos os tubos, sendo incubado durante trés horas a temperatura ambiente, protegido
de luz.

Ap6s a incubacio, adicionou-se 500 pL. do tampao de lavagem, em cada tubo de
ensaio, para centrifugar por 200g por 5 minutos. Em seguida, foi descartado o
sobrenadante, cuidadosamente, e por fim ressuspendeu-se o pellet de beads em 250pL de
tampao de lavagem. A aquisicio de 1800 eventos foi realizada no citdmetro de fluxo
FACS Calibur (Becton Dickinson), presente no Nucleo de Plataformas Tecnologicas da
FIOCRUZ-PE, conforme as instru¢des do fabricante. Os resultados foram analisados
utilizando o soffware FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson), e expressos pela subtracio

obtida entre as culturas com tratamento e o controle negativo (células sem estimulo).

7.8.3 Avaliacdo da producdo de Oxido Nitrico

A quantificacdo dos niveis de NO foi realizada indiretamente pela medicdo do

nitrito nos sobrenadantes das culturas de PBMC, ap6s os estimulos (PHA; ASLb;
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composto ftalimidico-triazélico; Antimoniato de meglumina; Miltefosina; extrato bruto
de C. vulgaris), pela reacdo de Griess, de acordo com Resende et al. (2013), sendo

posteriormente comparados com o controle negativo (PBMC sem estimulo).
7.9 Analise dos dados

Para o valor da ICsp e CCso foram realizados calculos de sobrevivéncia (média do
estimulo/ média do controle multiplicado por 100) e inibicao (100 subtraido pelo valor da
sobrevivéncia) no Microsoft Excel, e a partir dos valores de inibi¢ao foi realizado uma
analise de Regressdo por Probit, através do sofiware IBM SPSS Statistic 25 8.0 para
Windows, no qual obteve-se a concentragdo que inibiu de 50% da populacio celular, tanto
células dos hospedeiros humanos como as células de L. braziliensis.

Foram realizados também analises comparativas por técnicas de estatistica
descritiva por meio de distribui¢des absolutas e percentuais. Foi empregado o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov, e de acordo com a analise, foi realizado o teste T de
Student (paramétrico) ou teste de Mann-Whitney (ndo-paramétrico), para comparagdes
entre duas categorias; ou testes de andlise de varidncia por ANOVA (One-way ou
Kruskal-Wallis), com um pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey (paramétrico) ou
Dunns (nio-paramétrico), para comparagdo entre mais de duas categorias.

As analises comparativas dos estimulos foram realizadas de acordo com os
resultados obtidos. Foram utilizadas técnicas de estatistica descritiva por meio de
distribuicdes absolutas e percentuais. As analises de correlacdo também foram realizadas
através do teste de Spearman (amostras ndo normais) e o teste de Pearson (amostras
normais) (MUKAKA, 2012). Todos os testes foram realizados com o auxilio do programa
GraphPad Prism 5 (Graphpad Sofiware Inc. 2007, San Diego, CA, USA), sendo

considerados resultados significativos quando p < 0,05.
8 ASPECTOS ETICOS

Para captacdo dos individuos inclusos no estudo foi realizado o convite para
participacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A ao C), autorizando a utilizacdo do material biolégico coletado para fins
cientificos. Este estudo estd inserido no projeto “Imunologia aplicada ao desenvolvimento
de novas estratégias de controle para as leishmanioses.” que possui aprovagdo do Comité

de Etica em Pesquisa (CEP-IAM): Parecer 4.077.060 (FIOCRUZ/PE) (ANEXO A).



63

9 RESULTADOS
9.1 Determinaciio do Indice de Seletividade (IS)

9.1.1 Compostos sintéticos ftalimidicos-triazolicos

Foram obtidos 50 mg dos compostos ftalimidicos-triazolicos RN1, RN2 e RN3 na
forma liofilizada, sendo posteriormente solubilizados em DMSO. Diante da saturagcdo dos
compostos sintéticos em altas concentragdes, ndo foi possivel realizar a analise em
concentracdo superior a 400pg/mL.

Dentre as concentragdes avaliadas em células humanas, foi possivel determinar a
CCso, n3o havendo uma diferenca estatistica significativa (p<0,05). Sendo possivel
observar baixa viabilidade celular equivalente a diminui¢do do valor da concentracio
(Figura 11). Os valores de ICso, CCsoe do IS dos compostos estdo apresentados na Tabela

2.
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Figura 11. Taxa de sobrevivéncia das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano

tratadas com os compostos RN1, RN2 e RN3 em diferentes concentragdes.
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Fonte: A autora.

Legenda: PBMC: células mononucleares do sangue periférico. Cada coluna corresponde a média da taxa
de sobrevivéncia (viabilidade celular) verificada nas subsequentes concentragdes analisadas. A analise
estatistica foi realizada utilizando o Teste ANOVA Kruskal-Wallis, para verificar diferenca significativa

(p<0,05) em cada teste efetuado.
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Tabela 2. Atividade sobre promastigotas de Leishmania braziliensis (ICso) e efeito citotoxico (CCsp) em

células humanas tratadas com os compostos sintéticos ftalimidicos-triazdlicos.

1Cso CCso IS
L. braziliensis
Compostos PBMC Humano
(L.b)
pg/mL | pM pg/mL M
RN1 15,85 | 50,4 >400 | >1.430,5 >28,37*
RN2 49,9 | 152,0 >400 | >2.084.12 >13,71
RN3 80,5 | 281,2 >400 | >1.950,1 >6,94

Fonte: a autora.
Legenda: IS: indice de seletividade. PBMC: Peripherical Blood Mononuclear Cells. * Melhor IS, composto
escolhido para analise imunoldgica nos grupos de estudo.

Apesar da citotoxidade em células humanas ser semelhante para os trés
compostos, demonstrada na figura 11, ao se analisar o IS, observa-se que o composto
RN1 possui a maior seletividade para o parasito (IS= 28,37), sendo selecionado para

avaliac@o quanto ao efeito imunomodulador nos ensaios de resposta imune.

9.1.2 Extrato natural de C. vulgaris

O cultivo de C. vulgaris (Figura 12) foi realizado obtendo-se a média de biomassa
de 10 gramas, sendo suficiente para a realizagcdo de todos os experimentos. Para os ensaios
de ICso com L. braziliensis € CCsp em PBMC humano, verificou-se baixa toxicidade
demonstrada pela elevada viabilidade celular (Figura 13). Havendo uma diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre a maioria das concentragdes avaliadas para
determinagdo da ICso, exceto entre 31,25 pg/mL e 15,625 pg/mL. A analise de
seletividade demonstra uma toxicidade, aproximadamente, sete vezes maior para
promastigotas de L. braziliensis. Os valores de ICso, CCso e do IS de C. vulgaris estdo

apresentados na Tabela 3.
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Figura 12. Cultivo de Chlorella vulgaris.

Fonte: A autora.
Legenda: Tubos tipo Erlenmeyer contendo o cultivo da Chlorella vulgaris (Utex 1803) em meio Bold’s

basal Stein (Ed.), sob aeracdo constante para atingir a fase exponencial de crescimento celular.

Figura 13. Taxa de sobrevivéncia das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano e de

Leishmania braziliensis (promastigotas), tratadas com o extrato bioativo de C. vulgaris.
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Fonte: A autora.
Legenda: PBMC: Células mononucleares do sangue periférico. Cada coluna corresponde a média da taxa

de sobrevivéncia (viabilidade celular) verificada nas subsequentes concentragdes analisadas. A analise
estatistica foi realizada utilizando o Teste ANOVA Kruskal-Wallis, para verificar diferenca significativa
(p<0,05) em cada teste efetuado, e observar uma significancia apds o Teste de comparacdo, entre todas as
concentracdes avaliadas na ICsyo com L. braziliensis, exceto entre 31,25 pg/mL e 15,625 pg/mL.
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Tabela 3. Atividade sobre promastigotas de L. braziliensis (ICso) e efeito citotdoxico (CCsp) em células
humanas tratadas com o extrato bioativo de C. vulgaris.

1Cso CCs IS
L.braziliensis
Extrato PBMC Humano
(L.b)
pg/mL pg/mL
C. vulgaris 144,93 999,66 6,9

Fonte: A autora.
Legenda: IS: indice de seletividade. PBMC: células mononucleares do sangue periférico.

9.1.3 Drogas de referéncia

Ap6s analise das drogas de referéncia, pode-se verificar para o antimoniato de
meglumina uma baixa toxicidade tanto em células humanas como em promastigotas de
L. braziliensis; com uma diferenca estatistica significativa (p<0,05) apenas entre as
concentracdes 250 e 7,8 ng/mL presentes nas analises com a L. braziliensis, confirmando
a necessidade de altas concentragdes desta droga para ocorrer uma ago sobre o parasito.

De forma diferente que o antimoniato de meglumina, a miltefosina apresenta uma
alta toxicidade para células humanas e promastigotas de L. braziliensis, sendo esta droga
ainda mais toxica para L. braziliensis, em comparagdo com o tratamento em PBMC
humano. Dentre as concentragdes avaliadas em PBMC humano, observou-se uma
diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as maiores € menores concentracdes
(Figura 14). Além disso, observou-se que a L. braziliensis tratada com miltefosina
apresentou elevada sobrevivéncia das células proporcionada pela diminuicdo da
concentracdo estudada (Figura 14).

Os valores de ICso, CCsoe do IS das drogas de referéncia estdo apresentados na

Tabela 4.
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Figura 14. Taxa de sobrevivéncia das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano e de

Leishmania braziliensis (promastigotas), tratadas com com antimoniato de meglumina e miltefosina.
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Fonte: A autora.

Legenda: PBMC: células mononucleares do sangue periférico. *: Significancia estatistica. Cada coluna
corresponde a média da taxa de sobrevivéncia (viabilidade celular) verificada nas subsequentes
concentracdes analisadas. A analise estatistica foi realizada utilizando o Teste ANOVA Kruskal-Wallis,
para verificar diferenga significativa (p<0,05) em cada teste efetuado, além do Teste T entre cada

concentracdo avaliada.

Tabela 4. Atividade sobre promastigotas de Leishmania braziliensis (ICso) e efeito citotoxico (CCsp) em
células humanas tratadas com as drogas de referéncia para as leishmanioses.

1Cso CCso IS
Compostos L.braziliensis (L.b) PBMC Humano
pg/mL M pg/mL M Humano
SbY 119,76 327,23 >400 1127 3,44
Miltefosina 1,02 2,5 159,49 391,32 156,36

Fonte: A autora.

Legenda: SbY: antimoniato de meglumina; IS: indice de seletividade; PBMC: células mononucleares do

sangue periférico.
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Em pequenas concentracdes a miltefosina apresentou alta toxicidade para
promastigotas de L. braziliensis, com o IS superior ao antimoniato de meglumina. Estas
drogas estdo sendo atualmente usadas para o tratamento das leishmanioses, mas nio
apresentam efeitos sobre a resposta imune do hospedeiro, com relatos de falhas

terapéuticas.

9.1.4 Imiquimod

Foram obtidos 200 mg do Imiquimod, na forma liofilizada, sendo posteriormente
solubilizado em DMSO. No entanto, ao realizar as dilui¢des de uso com o meio RPMI, o
medicamento decantou, por ser insolivel em H»O, podendo visualizar cristais por
microscopia optica.

Ap6s avaliagdo da CCsp, determinou-se o valor de 195,63 pg/mL (814.107,36
puM), mas a decantacdo do medicamento nos pogos em analise pode ter influenciado na
leitura do MTT, ocasionando picos de desvio-padrdo, principalmente na maior

concentracdo (1000 pg/mL), ndo sendo observadas significancias estatisticas (Figura 15).

Figura 15. Taxa de sobrevivéncia das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano

tratadas com Imiquimod.
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Fonte: A autora.

Legenda: PBMC: células mononucleares do sangue periférico. Cada coluna corresponde a média da taxa
de sobrevivéncia (viabilidade celular) verificada nas subsequentes concentragdes analisadas. A analise
estatistica foi realizada utilizando o Teste ANOVA Kruskal-Wallis, para verificar diferenca significativa
(p<0,05) em cada teste efetuado.
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Devido a interferéncia no experimento, o cultivo realizado para células humanas
tratadas com o Imiquimod baseou-se no estudo de Tuipulotu e colaboradores (2018), que

descreve o valor de 0,36045ug/mL (1,5uM) para a ECso (concentracdo de eficiéncia).
9.2 Andlise comparativa

Comparando-se as drogas de referéncias com as diferentes estratégias terapéuticas
(compostos ftalimidicos-triazolicos e extratos bioativos de Chlorella vulgaris) pode-se
observar que a Miltefosina apresentou a maior atividade sobre o parasito, porém foi o
mais toéxico para PBMC humano (Miltefosina: ICso=1,02ug/mL; CCso= 159,49ug/mL).
Apo6s a Miltefosina, o composto RN1 foi o que apresentou maior seletividade para L.
braziliensis (RN1: 1S=28,37; Miltefosina: [S=156,36). O extrato bioativo de C. vulgaris,
apresentou baixa toxicidade para a L. braziliensis, com dados proximos ao antimoniato
de meglumina (C. vulgaris: 1Cso= 144,93pg/mL; antimoniato de meglumina: ICso=
119,76pg/mL).

As drogas de referéncia (antimoniato de meglumina: CCso= 412,46 pg/mL;
miltefosina: CCso= 159,49png/mL) apresentaram uma maior toxicidade para o PBMC
humano quando comparado com os resultados do composto RN1 (CCse= 449,59 pg/mL)
e extrato bioativo de C. vulgaris (CCso= 999,656 pg/mL), os quais possuem um valor de
CCso mais elevado, ou seja, uma menor toxicidade para as células do hospedeiro humano,
principalmente no extrato natural. O Imiquimod (CCso= 195,63pg/mL), mostrou-se
toxico como a miltefosina (CCso= 159,49ug/mL).

Dessa forma, analisou-se o IS de todas as estratégias terapéuticas (Tabela 5),
obteve-se que a miltefosina possui o maior valor, sendo 100 vezes mais seletivo para o
parasito do que para as células humanas (IS: 156,36; CCso= 159,49ug/mL; ICs0= 1,02
pg/mL). Os novos candidatos terapéuticos, natural ou sintético, possuem potencial para
dar continuidade aos ensaios imunologicos, devido a seletividade contra o parasito e
menor toxicidade em PBMC humano, obtendo resultados de IS superiores ao antimoniato

de meglumina, droga de referéncia para tratamento da LTA.
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Tabela 5. Indices de Seletividade (IS) dos compostos sintéticos, extrato natural e drogas de referéncias para
o tratamento das leishmanioses.

Composto Sintético Extrato natural DR
IS Chlorella
RN1 RN2 | RN3 SbY M
vulgaris
28,37 | 13,71 | 6,94 6,9 3,44 | 156,36

Fonte: A autora.
Legenda: IS = CCso de PBMC/ICsy de Leishmania braziliensis (L.b); DR: droga de referéncia; Sb":
antimoniato de meglumina.; M: Miltefosina.

9.3 Anadlise da resposta imune

9.3.1 Expressido génica

Ap6s extragdo do RNA do PBMC humano, realizou-se a transcri¢do reversa em
cDNA, para quantificar os genes Tbx21, GATA3, RORc, FOXP3 e NOS2, relacionados
a diferenciacdo de células T para os perfis Thl, Th2, Th17, Treg e producdo de NO,
respectivamente.

Desta forma, ao verificar os dados da expressdo génica estimulada com o
composto ftalimidico-triazolico RN1 (Figura 16), observou-se que nas trés primeiras
concentracdes avaliadas existe um estimulo da producio de células dos perfis Thl, Th2,
Th17, além do NO, devido a maior expressdo dos genes Tbx21, GATA3, RORc e NOS2,
quando comparados com a expressio do ASLb. Havendo uma diferenca estatistica
significativa entre o ASLb e os genes Tbx21 (p-value=0,0080) / GATA3 (p-
value=0,0375), ambos na concentracdo da CCso. O gene FOXP3 apresentou uma baixa
expressdo em todas as concentragdes analisadas, e ao comparar com o ASLb ocorreu uma
diferenca estatistica significativa em % da CCso (p-value=0,0050); por sua vez, observou-
se que a diminui¢do da concentracio utilizada para o estimulo com o composto RN1,
apresentou um aumento na média de expressdo deste gene (Tabela 6). Na concentracio
da ICso, o gene NOS2 apresentou uma diferenca estatistica significativa quando

comparado ao ASLDb (p-value=0,0091) (Tabela 7).
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Figura 16. Quantificacao relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos

apods o estimulo das células com o composto ftalimidico-triazédlico RN1.
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Fonte: a autora.

Legenda: A (valor da CCsp); B (metade do valor da CCsg); C (um quarto do valor da CCsp); D (valor da
ICs0); ASLb (Antigeno Soluvel de Leishmania braziliensis); CCsy (Concentracdo Citotdxica de 50%); ICso
(Concentragdo Inibitoria de 50%); * (Significancia estatistica).

Tabela 6. Média da quantificacdo relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais
especificos apos o estimulo das células com o composto ftalimidico-triazolico RN1 em diferentes

concentracdes.

RNI1
Genes CC5() bZ) CC5() Ya CC5() IC50
Tbx21 3,356 2,074 3,706 1,484
GATA3 7,319 2,349 3,015 1,392
RORc 2,089 1,481 2,759 1,235
FOXP3 - 0,2476 0,6494 1,050
NOS2 11,35 5,828 3,309 1,525

Fonte: a autora.

Legenda: CCsy (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); - (ndo

determinado).
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Tabela 7. Comparagdo entre o ASLb e a média da quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica
dos fatores transcricionais especificos, apos o estimulo das células com o composto ftalimidico-triazélico
RN1 em diferentes concentragdes.

RN1 CCsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLb 0,0080* | 0,0375% 0,2299 - -
RN1 % CCso p-value
X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLb 0,5483 0,1802 0,1829 0,0050* 0,2813
RN1 % CCso p-value
X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLb 0,2823 0,1030 0,1841 0,0824 0,0091%*
RN1 ICso p-value
X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLb 0,5772 0,2310 0,5413 0,8090 0,1803

Fonte: a autora.
Legenda: CCs, (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitdria de 50%); * (p-value <
0,05); - (ndo determinado).

Ao analisar a correlaco entre os genes para o RN 1, a partir da concentragdo de %>
da CCso verificou-se diversas correlacdes positivas muito fortes, sendo estatisticamente
significativa as correlagdes entre Tbx21 e GATA3 (p-value=0,023), Tbx21 e Foxp3 (p-
value=0,003), além de GATA3 e Foxp3 (p-value=0,012) (Tabela 8). Em relacdo a
concentracdo de ¥4 da CCs verificou-se uma correlacdo positiva muito forte entre Tbx21
x GATA3 (p-value=0,029), e Tbx21 x RORc (p-value=0,035), e com o valor da ICso,
entre GATA3 e Foxp3 (p-value=0,008).

Tabela 8. Correlagdo entre os genes expressos apos os estimulos com as diferentes concentragdes do
composto ftalimidico-triazdlico RN1.

AxB AxC AxD AxE BxC BxD BxE CxD CxE DxE
CCso
r 0,435 - - - - - - - -
p-value 0,565 - - - - - - - -
% CCsg
r 0,928 0,803 0,982 -0,182 0,787 0,953 0,322 0,713 0,935 -0,110
p-value  0,023* 0,102 0,003 0,884 0,114 0,012 0,791 0,176 0,231 0,930
Y4 CCso
r 0,915 0,904 0,306  -0,989 0,996 0,648 -0,975 0,681 -0,967  -0,297
p-value  0,029* 0,035 0,617 0,094 - 0,237 0,143 0,205 0,164 0,808
1Cso
r 0,382  -0,064 0,568 0,081 0,771 0,964 0,958 0,682  -0,467 0,621
p-value 0,525 0,919 0,318 0,949 0,127  0,008* 0,185 0,204 0,691 0,574

Fonte: a autora.

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); E (NOS2); r (Coeficiente de correlacdo de
Pearson); rs (Coeficiente de correlagio de Spearman); CCso (Concentragdo Citotdxica de 50%); 1Cso
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(Concentragao Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). Valores em negrito demonstram
uma correla¢do muito forte.

Com relagio as drogas de referéncia, o antimoniato de meglumina apresentou uma
maior expressdo para os genes GATA3, RORc e Foxp3, quando comparado com o ASLDb,
além disso, observa-se um equilibrio na expressdo dos perfis Th1xTh2xThl7xTreg
(Figura 17). O gene NOS2 apresentou uma expressao inferior ao ASLb.

Ja para a miltefosina, observou-se um equilibrio na expressio dos perfis
Th1xTh2xTh17 (Figura 17), além disso, os genes GATA3 e RORc apresentaram fatores
transcricionais semelhantes aos expressos no ASLb. Apenas o gene do NOS2, obteve uma
expressdo bastante inferior ao comparar com o ASLb. As médias das quantificagdes
relativas dos genes encontram-se na Tabela 9.

As drogas de referéncia ndo apresentaram diferenca estatistica significativa ao
comparar com o ASLb (Tabela 10).

Figura 17. Quantificacao relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos
apos o estimulo das células com as drogas de referéncia.
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Fonte: a autora.
Legenda: ASLb (Antigeno Soluvel de Leishmania braziliensis); SbY (Antimoniato de meglumina); MILT:
Miltefosina; ICso (Concentracdo Inibitdria de 50%).
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Tabela 9. Média da quantificacdo relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais
especificos apos o estimulo das células com as drogas de referéncia.

Genes SbY ICso Miltefosina ICso
Tbx21 1,572 0,9138
GATA3 1,442 1,066
RORc 1,355 0,9590
FOXP3 1,494 0,7274
NOS2 0,7060 0,6040

Fonte: a autora.
Legenda: SbY (Antimoniato de meglumina); ICso (Concentracio Inibitéria de 50%); - (ndo determinado).

Tabela 10. Comparagio entre o ASLb e a média da quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica
dos fatores transcricionais especificos apods o estimulo das células com as drogas de referéncia em diferentes
concentracdes.

SbY ICso p-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLDb 0,8442 0,2167 0,0960 0,2390 -
Miltefosina ICso p-value
X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2
ASLDb 0,3117 0,7961 0,7354 0,2923 -

Fonte: a autora.
Legenda: SbY (Antimoniato de meglumina); ICso (Concentrac¢do Inibitoria de 50%); * (p-value < 0,05); -
(ndo determinado).

Ao analisar a correlagio entre os genes das drogas de referéncia, o antimoniato de
meglumina apresentou uma correlacdo positiva muito forte e significativa, entre GATA3
e RORc na concentragdo da ICso (p-value=0,006) (Tabela 11). No entanto, para a
miltefosina ndo foram observadas correlagdes estatisticamente significativas.

Tabela 11. Correlagdo entre os genes expressos apos os estimulos com as diferentes concentragdes das
drogas de referéncia.

AxB AxC AxD AxE BxC BxD BxE CxD CxE DxE

SbY ICsp
r 0,705 0,575 0,298 - 0,970 0,732 - 0,872 - -
p-value 0,184 0,310 0,626 - 0,006 0,160 - 0,054 - -
Miltefosina ICso
r 0,711 0,474 0,102 - 0,771 0,242 - 0,747 - -
p-value 0,178 0,420 0,871 - 0,127 0,695 - 0,146 - -

Fonte: a autora.

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); E (NOS2); r (Coeficiente de correlacdo de
Pearson); rs (Coeficiente de correlagio de Spearman); SbY (Antimoniato de meglumina); ICso
(Concentragao Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). Valores em negrito demonstram
uma correla¢do muito forte.

Nas células tratadas com extrato de C. vulgaris, observa-se um estimulo da
expressdo do gene Tbx21, o qual induz o perfil Thl, ao comparar com o ASLb, nas
concentracdes de ¥ da CCso e ICso, com diferenca estatistica significativa para a

expressdo dos genes GATA3 (p-value=0,0057) e RORc (p-value=0,0136 e 0,0285) com
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o ASLb (Figura 18), podendo se notar um equilibrio no estimulo dos perfis
Th2xTh17xTreg. Observou-se niveis baixos de expressdo para o gene NOS2, ao
comparar com o ASLb, em todas as concentragdes. Devido a ndo expressdo deste gene
(NOS2) pela maioria dos cDNAs analisados, a andlise de significancia ndo pode ser
realizada. As médias das quantificagdes relativas dos genes encontram-se na Tabela 12,

e os valores de p na Tabela 13.

Figura 18. Quantificacao relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos
apos o estimulo das células com a C. vulgaris.

Chlorella vulgaris

ASLb
£ ¢V

RQ Logl0

E=E ASLb
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Fonte: a autora.

Legenda: A (um quarto do valor da CCsy); B (valor da ICs); C (metade do valor da ICsp); ASLb (Antigeno
Solavel de Leishmania braziliensis); CCsy (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICsp (Concentracio
Inibitéria de 50%); CV (Chlorella vulgaris); * (Significancia estatistica).
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Tabela 12. Média da quantificacdo relativa (RQ Logl10) da expressdo génica dos fatores transcricionais
especificos apos o estimulo das células com o extrato de C. vulgaris.

C. vulgaris
Genes Ya CCs() IC5() bZ) IC50
Tbx21 1,045 1,218 0,7830
GATA3 0,5658 0,6570 0,8756
RORc 0,4660 0,5004 0,6642
FOXP3 0,5164 0,5832 0,6788
NOS2 1,710 1,585 1,563

Fonte: a autora.
Legenda: CCsy (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); - (ndo
determinado).

Tabela 13. Comparagio entre o ASLb e a média da quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica
dos fatores transcricionais especificos apds o estimulo das células com o extrato de C. vulgaris em
diferentes concentragdes.

CV Y CCso p-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2

ASLb 0,9048 0,0057* 0,0136* 0,0725 -
CV ICsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2

ASLb 0,7036 0,0914 0,0285* 0,0974 -
CV % ICso p-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3 NOS2

ASLb 0,3393 0,6093 0,3059 0,1892 -

Fonte: a autora.
Legenda: CV (C. vulgaris); CCso (Concentragdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitoria de
50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado).

A C. vulgaris apresentou uma correlacdo muito forte mas nio significativa, entre
GATA3 ¢ RORc na concentragdo de ¥ da ICso (Tabela 14), nas demais concentracdes
avaliadas correlagdes estatisticamente significativas ndo foram encontradas.

Tabela 14. Correlacdo entre os genes expressos apos os estimulos com as diferentes concentracdes do com
o extrato de C. vulgaris.

AxB AxC AxD AxE BxC BxD BxE CxD CxE DxE

Y4 CCso
. 0277 -0384 0,449 ; 0,722 0,562 ; 0,445 ; ;
pvalue 0,652 0523 0,448 ; 0,168 0,324 ; 0,453 ; ;
1Cso
r -0,181  -0,347 0,298 - 0,722 0,763 - 0,712 - -
pvalue 0771 0,567 0,626 ; 0,169 0,133 ; 0,178 ; ;
15 1Cso
r -0,612  -0,635 -0,631 - 0,957 0,746 - 0,713 - -
p-value 0,721 0,564 0,345 - 0,515 0,472 - 0,946 - -

Fonte: o autor.

Legenda: A (Tbx21); B (GATA3); C (RORc); D (FOXP3); E (NOS2); r (Coeficiente de correlacdo de
Pearson); rs (Coeficiente de correlagio de Spearman); CCso (Concentragdo Citotdxica de 50%); 1Cso
(Concentragao Inibitéria de 50%); * (p-value < 0,05); - (ndo determinado). Valores em negrito demonstram
uma correla¢do muito forte.
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Para o Imiquimod, observou-se a expressdo do gene Tbx21, o qual apresentou
uma média de quantificaco relativa superior aos demais genes, na concentracdo de 2x o
valor da ECso (Figura 19) (Tabela 15). Além disso, verificou-se uma diferenca estatistica
significativa para a expressdo do gene RORc (p-value=0,0190 e p-value=0,0249), nas
concentracdes de 2x ECsoe ECso, a0 comparar com o ASLDb (Tabela 16). Por outro lado,
nota-se um equilibrio na expressao dos perfis Th1xTh2 e Th17xTreg, na concentragio de
5 do valor da ECso, indicando um estimulo imunomodulador. Por sua vez, o gene FOXP3,
na concentracio de 2 e ¥4 da ECso, apresentou uma expressdo superior ao obtido pelo
ASLDb, além de apresentar um aumento nas médias das quantificagdes relativas dos genes,
conforme a diminui¢do do valor da concentracio avaliado.

Figura 19. Quantificacao relativa (RQ Logl0) da expressdo génica dos fatores transcricionais especificos
apos o estimulo das células com o Imiquimod.
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Fonte: a autora.

Legenda: A (duas vezes o valor da ECs); B (valor da ECsg); C (metade do valor da ECsg); D (um quarto
do valor da ECsp); ASLb (Antigeno Soluvel de Leishmania braziliensis); Imiq (Imiquimod); *
(Significancia estatistica).




79

Tabela 15. Média da quantificacdo relativa (RQ Logl10) da expressdo génica dos fatores transcricionais
especificos apos o estimulo das células com o Imiquimod.

Imiquimod
Genes 2X EC50 EC5() bZ) EC50 Ya EC50
Tbx21 3,154 1,686 1,785 1,999
GATA3 1,245 1,176 1,877 1,509
RORc 0,3362 0,4530 1,172 1,078
FOXP3 0,5172 0,6848 1,203 1,293
NOS2 - - - -

Fonte: a autora.
Legenda: CCsy (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); - (ndo
determinado).

Tabela 16. Comparacio entre o ASLb e a média da quantificacdo relativa (RQ Log10) da expressdo génica
dos fatores transcricionais especificos apds o estimulo das células com o Imiquimod em diferentes
concentracdes.

I 2x ECsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3
ASLb 0,7772 0,6751 0,0190* 0,2362
I ECsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3
ASLb 0,6818 0,5640 0,0249* 0,3575
1Y ECsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3

ASLb 0,7316 0,9275 0,8755 0,4747
I Y4 ECsop-value

X Tbx21 GATA3 RORc FOXP3

ASLb 0,8438 0,8038 0,9626 0,4509

Fonte: a autora.
Legenda: CCso (Concentracdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); * (p-value <
0,05); - (ndo determinado).

Analisando a correlacdo entre os genes para o Imiquimod, observou-se uma
correlagdo positiva muito forte, mas ndo significativa entre Tbx21 e FOXP3 na
concentracdo da ECso (Tabela 17). Verificou-se uma correlagdo positiva muito forte entre
Tbx21 e GATAS3, nas ultimas concentragdes avaliadas, 2 (p-value=0,001) e Y4 (p-

value=0,002) da ECso, observando um equilibrio na expressao dos perfis Th1xTh2.



