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GRIMALDI, Gabriela Bittencourt. Estudo do papel imunomodulador e antileishmania da
fisalina F em macroéfagos humanos. 2021. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Humana) - Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Medicina, Instituto Gongalo Moniz,
Fundagéo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

INTRODUGCAO: Os macrdfagos sdo importantes células em processos inflamatorios e a sua
desregulacdo pode afetar diversas doencas, tais como doencas autoimunes e doencas
parasitarias. As leishmanioses, um conjunto de doencas tropicais negligenciadas, estdo
incluidas nesta categoria de enfermidades. A leishmaniose cutanea € caracterizada por Ulceras
em area de tegumento e a sua gravidade estd relacionada com a imunopatogénese. O
tratamento disponivel é citotdxico, esta associado a falha terapéutica, resisténcia parasitaria,
alto custo e tempo de administracdo prolongado. A fisalina F possui propriedades
farmacoldgicas promissoras com potente atividade antileishmania e imunomoduladora em
camundongos. OBJETIVO: Este trabalno teve como objetivo avaliar o papel
imunomodulador em macréfagos humanos e a atividade anti-Leishmania braziliensis da
fisalina F, in vitro. MATERIAL E METODOS: Macréfagos humanos foram obtidos de
PBMC de doadores sadios. A dosagem de citocinas inflamatorias foi realizada pelo método de
ELISA no sobrenadante de macr6fagos humanos estimulados com LPS e com adi¢do ou nao
de fisalina F ou dexametasona. A citotoxicidade da fisalina F em macr6fagos humanos e a
viabilidade de promastigotas de L. braziliensis foram mensuradas utilizando o Alamar Blue®.
A atividade antiparasitaria da fisalina F em macréfagos humanos foi determinada apés 24
horas de infeccdo com L. braziliensis. Ensaios de citometria de fluxo e de microscopia
eletronica foram realizados para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acao da fisalina F em
promastigotas de L. braziliensis. RESULTADOS: A fisalina F reduziu a producdo das
citocinas pré-inflamatorias 1L-6, IL-1B ¢ TNF-o por macréfagos ativados. Nos ensaios de
citotoxicidade, apresentou o valor de CCsode 6,07 + 1,17 puM. Este composto também inibiu a
proliferacdo de formas promastigotas de L. braziliensis, com valor de ICso de 10,85 + 0,99
UM e reduziu o nimero de macrofagos infectados e 0 nimero de amastigotas por macréfago,
quando comparado com os controles. Em promastigotas, o surgimento de inclusdes lipidicas,
encurtamento do corpo celular, a destruicéo e o afrouxamento de membrana foram observados
na analise ultraestrutural por MEV e MET ap0s o tratamento com fisalina F. Analises de
citometria de fluxo indicam que a fisalina F induz um mecanismo de morte similar a apoptose
em L. braziliensis. CONCLUSOES: A fisalina F inibiu a ativacdo de macréfagos humanos e
promoveu uma atividade anti- L. braziliensis eficaz em promastigotas e em amastigotas.

Palavras-chave: Macrofago humano. Fisalina F. Imunomodulagdo. Leishmaniose

cutanea.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Macrophages are important cells in inflammatory processes, and their
deregulation can affect several diseases, such as autoimmune diseases and parasitic diseases.
Leishmaniasis, a group of neglected tropical diseases, is included in this category of diseases.
Cutaneous leishmaniasis is characterized by ulcers in the tegument area and its severity is
related to immunopathogenesis. The available treatment is cytotoxic, associated with
therapeutic failure, parasite resistance, high cost and prolonged administration time. Physalin
F has promising pharmacological properties with potent antileishmanial and
immunomodulatory activity in mice. OBJECTIVE: This study aimed to evaluate the
immunomodulatory role in human macrophages and the anti-Leishmania braziliensis activity
of physalin F in vitro. MATERIAL AND METHODS: Human macrophages were obtained
from PBMC from healthy donors. The dosage of inflammatory cytokines was performed by
the ELISA method in the supernatant of human macrophages stimulated with LPS and with or
without the addition of physalin F or dexamethasone. The cytotoxicity of physalin F on
human macrophages and the viability of L. braziliensis promastigotes were measured using
Alamar Blue®. The antiparasitic activity of physalin F on human macrophages was
determined after 24 hours of infection with L. braziliensis. Flow cytometry and electron
microscopy assays were performed to evaluate the possible mechanisms of action of physalin
F in L. braziliensis promastigotes. RESULTS: Physalin F reduced the production of the pro-
inflammatory cytokines IL-6, IL-1p and TNF-a by activated macrophages. In the cytotoxicity
assays, it presented a CCso value of 6.07 £ 1.17 uM. This compound also inhibited the
proliferation of promastigote forms of L. braziliensis, with an ICs value of 10.85 = 0.99 uM,
and reduced the number of infected human macrophages and the number of amastigotes per
macrophage, when compared to controls. In promastigotes, the appearance of lipid inclusions,
rounding of the cell body, destruction and loosening of the cell membrane were observed in
the ultrastructural analysis by MEV and MET after treatment with physalin F. Flow cytometry
analyzes indicate that physalin F induces apoptosis in L. braziliensis. CONCLUSIONS:
Physalin F inhibited the activation of human macrophages and promoted an effective anti-L.
braziliensis activity, in both promastigotes and amastigotes.

Keywords: Human macrophage. Physalin F. Immunomodulation. Cutaneous leishmaniasis.



Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Estrutura molecular das fisalinas

Dosagem de citocinas pro-inflamatorias

Atividade da fisalina F em macrdéfagos humanos infectados com L.
braziliensis

Andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmisséo
(MET) de promastigotas de L. braziliensis tratadas com fisalina F

Padrdo de morte celular por citometria de fluxo

32

44
46

49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Espécies de leishmania, manifestacbes clinicas, distribuicdo 20
geogréfica e vetores. Adaptado de Dubie & Mohammed, 2020

Tabela 2 Tratamentos utilizados para leishmaniose cutanea 30

Tabela 3 Citotoxicidade da fisalina F sob macréfagos humanos, atividade 45

antileishmania frente as formas promastigotas de L. braziliensis



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMB Anfotericina B (do inglés Amphotericin B)

APC Células apresentadoras de antigenos (do inglés Antigen-presenting cells)
ARG Arginase

CCso Concentracéo letal para 50% da populacéo de macréofagos

CD Nomenclatura sistematizada de moléculas (do inglés Cluster of Differentiation)
CEP Comité de ética em pesquisa

CO2 Didxido de carbono

CTRL Controle negativo

DEXA Dexametasona

DMSO Dimetilsufoxido

DP Desvio padréo

FDA (do inglés Food and Drug Administration)

FISF Fisalina F

GP63 Glicoproteina 63

ICso Concentracao inibitéria para 50% da populacdo de parasitos

IFN-y Interferon gama

IL Interleucina

INOS Oxido nitrico-sintase induzida (do inglés inducible Nitric Oxide Synthase)
IS indice de seletividade

LPG Lipofosfoglicano (do inglés Lipophosphoglycan)

LPS Lipopolissacarideo

M-CSF Fator estimulante de col6nias de macrofagos (do inglés Macrophage Colony-

Stimulating Factor)

MET Microscopia eletronica de transmisséo

MEV Microscopia eletrdnica de varredura

ND Né&o determinado

NK Células “natural killer” (do inglés Natural Killer cells)

NO Oxido nitrico (do inglés Nitric oxide)

NS N&o significativo

PBMC Células mononucleares do sangue periférico (do inglés Peripheral Blood

Mononuclear Cells)



PPG
ROS
Sb5+
SBF
TDR
TGF-B

Thl
Th2
Th1l7
TNF-a
Treg

Proteofosfoglicano

Espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive Oxygen Species)
Antimoniaispentavalentes

Soro bovino fetal

Redutase dependente de tiol

Fator de transformacéo do crescimento beta (do inglés Transforming Growth
Factor B)

Linfécitos T auxiliares do tipo 1 (do inglés T helper-1)

Linfocitos T auxiliares do tipo 2 (do inglés T helper-2)

Linfocitos T auxiliares do tipo 17 (do inglés T helper-17)

Fator de necrose tumoral (do inglés Tumoral Necrosis Factor)

Linfécitos T regulatérios (do inglés Regulatory T cell)



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 IMUNOMODULACAO

1.2 LEISHMANIOSES

1.2.1 Aspectos gerais das leishmanioses

1.2.2 Imunopatogénese da leishmaniose cutanea

1.2.3 Tratamento

1.3 PRODUTOS NATURAIS

1.3.1 Fisalinas

2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

3.2 ESPECIFICOS

4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DA FISALINAF

4.2 CULTIVO DE PROMASTIGOTAS
4.3 ISOLAMENTO DE PBMC

4.4 SEPARACAO E DIFERENCIACAO DE MONOCITOS

4.5 CONSIDERACOES ETICAS

4.6 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS
47AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VITRO DA FISALINA F EM

MACROFAGOS HUMANOS

4.8 ENSAIO DE VIABILIDADE DE PROMASTIGOTAS
4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA FISALINA F EM

MACROFAGOS HUMANOS

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO E VARREDURA
4.11 AVALIACAO DO PADRAO DE MORTE CELULAR EM L. braziliensis

4.12 ANALISES ESTATISTICAS
5 RESULTADOS

5.1 EFEITO IMUNOMODULADOR DA FISALINA F

5.2 CITOTOXICIDADE DA FISALINA F

17
17
19
19
24

26

30
31
35
36
36
36
37
37
37
37
38
38
38
39

42
43
43
44



5.3 ATIVIDADE DA FISALINA F EM PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis 45

5.4 ATIVIDADE DA FISALINA F EM MACROFAGOS HUMANOS 46
INFECTADOS POR L. braziliensis

5.5 ALTERAC}@ES ULTRAESTRUTURAIS DE PROMASTIGOTAS DE 46
L. braziliensis TRATADOS COM FISALINA F

56 PADRAO DE MORTE CELULAR EM PROMASTIGOTAS DE 48
L. braziliensis APOS O TRATAMENTO COM FISALINA F

6 DISCUSSAO 50
7 CONCLUSAO 52
REFERENCIAS 53

APENDICES 64



17

1 INTRODUCAO

1.1 IMUNOMODULACAO

O sistema imunologico (SI) configura-se em uma rede de defesa composta por 6rgaos,
células e moléculas responsaveis pela manutencdo da homeostase do corpo e pela protecdo
contra agentes invasores (CRUVINEL et al., 2010). Mecanismos que permitem o
reconhecimento de estruturas microbianas, tdxicas ou alergénicas dividem este sistema em
duas categorias gerais: a imunidade inata e a imunidade adaptativa. A imunidade inata
consiste na linha de defesa priméaria do organismo e caracteriza-se por uma resposta rapida,
através do reconhecimento de padrdes moleculares compartilhados por muitos patégenos, ou
associados ao dano celular. Consequentemente ativam vias que promovem as funcdes
antimicrobianas e pro-inflamatérias das células nas quais expressam estes padrdes
moleculares (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S., 2015). A imunidade
adaptativa, por sua vez, consiste em uma linha de resposta especifica, codificada por
elementos génicos que se rearranjam para montar moléculas de ligacdo a antigenos
particulares na superficie das células efetoras. A resposta adaptativa também gera a memoria
imunolégica, permitindo uma resposta mais eficaz do hospedeiro ap6s o encontro inicial de
sensibilizacdo. Temporalmente, a resposta adaptativa se expressa apds a resposta inata na
defesa do hospedeiro, mas ambas podem atuar em conjunto no organismo (CHAPLIN, 2010;
CRUVINEL et al., 2010; MARSHALL et al., 2010; SUN et al., 2020).

A principal funcdo do Sl do organismo é proteger, eliminar e neutralizar toxinas,
agentes invasores, células cancerosas e reparar tecidos (NICHOLSON, 2016). Para realizar
tais funcbes, o Sl desenvolve mecanismos pré e anti-inflamatorios, além de controlar a
intensidade e o tempo de duracdo de resposta, uma vez que 0 excesso ou a falta da mesma
pode culminar no estabelecimento de diversas doencas (SHER, 2002; UMETSU;
DEKRUYFF, 2006; CRUVINEL et al.,, 2010; WU et al.,, 2014, WANG; WANG;
GERSHWIN, 2015; GURCAY; AKINCI, 2017; CHEN et al., 2018). Nas doencas
autoimunes, por exemplo, 0s anticorpos e as células T reagem a autoantigenos resultando em
colapso na tolerancia imunoldgica, inflamacao cronica e destruicdo tecidual (MCGONAGLE;
MCDERMOTT, 2006; WANG; WANG; GERSHWIN, 2015).

Algumas doengas parasitarias também podem ser resultado de desordens
imunoldgicas. Dentre elas, a leishmaniose, a maléria, a doenca de Chagas e a esquistossomose
se destacam (ARAUJO; FERREIRA, 2014; HOTEZ, 2018; PISARK, 2019). Diante a estes
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patdgenos, o hospedeiro desenvolve respostas imunoldgicas direcionadas por uma diversidade
de células e moléculas soltveis (CHAPLIN, 2010). Os leucdcitos, mais popularmente
conhecidos como glébulos brancos, sdo as células centrais no combate ao parasito. Estas
células sdo classificadas de acordo com as suas caracteristicas, podendo ser
polimorfonucleares e mononucleares. Os leucdcitos mononucleares configuram-se de
linfécitos e 0os mondcitos sanguineos (constituem 3% a 8 % dos leucdcitos circulantes)
(CRUVINEL et al., 2010).

Os mondcitos sdo células que se desenvolvem na medula 0ssea, atingem a corrente
sanguinea onde circulam por alguns dias e, por fim, deslocam-se para o tecido conjuntivo ou
parénquima de 6rgdos onde se diferenciam em macrdfagos (BARARDI et al., 2010). Os
macrofagos, por sua vez, sdo células hematopoiéticas fagociticas, multifuncionais do Sl inato,
que desempenham um papel extremamente relevante na manutencdo da homeostase dos
tecidos, atuam em processos inflamatorios associados as doengas, e na secrecdo de uma vasta
quantidade de citocinas, a depender da resposta imunolégica envolvida (YANG; MING,
2014). Estas células sdo ativadas por IFN-y, LPS, IL-4 e outros fatores. Além disso, 0s
macrofagos fazem parte do grupo das células apresentadoras de antigenos profissionais
(APC), as quais participam da resposta imune inata e condiciona a resposta adaptativa
(ELOMAA et al., 1998; MURRAY et al., 2015).

Os mondcitos e macr6fagos podem ter as suas funcBes efetoras amplificadas pela
presenca de fatores de crescimento, tais como o fator estimulador de coldnias de macréfagos
(M-CSF) e o fator estimulador de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) (HAMILTON, 2008;
SOLINAS et al., 2009). O M-CSF, mais especificamente, é um fator de crescimento
hematopoietico que regula a proliferacdo, a diferenciacdo e a ativacdo funcional de
mondcitos. Normalmente detectado no soro humano, o M-CSF é expresso em condi¢fes
homeostaticas e produzido por diversos tipos de células, incluindo os fibroblastos, células
endoteliais, células estromais, macrofagos, celulas do mdasculo liso e osteoblastos
(HAMILTON, 2008).

Além das caracteristicas acima, 0s macrofagos também possuem potencial de
plasticidade, levando a polarizacéo ou perfis distintos, os quais sdo influenciados por citocinas
e por produtos microbianos (SOLINAS et al., 2009). Estas células podem ser ativadas por
duas vias, a via classica e a via alternativa, as quais resultam em macrofagos com funcdes
distintas (GEISSMANN et al., 2010; NEVES, 2015). Um perfil pro-inflamatorio M1
citotoxico (classico) ¢ estimulado por linfécitos T “auxiliadores” do tipo 1 (Thl) e células

NK, as quais secretam interferon gama (IFN-y). Este perfil classico tem como objetivo a
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eliminacdo de parasitos intracelulares e o combate do desenvolvimento tumoral (YANG;
MING, 2014; DING et al., 2019). O perfil anti-inflamatério M2 (alternativo), por outro lado,
é caracterizado por macrdfagos responsaveis pela resolucao de processos inflamatérios. Estas
células sdo ativadas pelas citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-23 produzidas por linfocitos T
“auxiliadores” do tipo 2 (Th2), as quais aumentam a expressao da enzima arginase 1 (ARG-1)
e induzem a producéo da IL-10 e do fator transformacdo do crescimento beta (TGF-pB). Este
fenoOtipo também esta associado a angiogénese, a alergia e a progressao tumoral (SICA,
MANTOVANI, 2012; YANG; MING, 2014; DING et al., 2019).

1.2 LEISHMANIOSES

1.2.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas negligenciadas
causadas por protozoarios do género Leishmania, 0s quais sdo transmitidos pela picada de
fleb6tomos fémeas durante o seu repasto sanguineo em mamiferos (DUBIE; MOHAMMED,
2020; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). As manifestacdes clinicas desta doenca
dependem da espécie do parasito, da resposta imunoldogica do hospedeiro e do tipo
leishmaniose, o qual pode ser cutanea ou visceral (Tabela 1) (MURRAY et al., 2005; DUBIE;
MOHAMMED, 2020; SANTOS; DE OLIVEIRA, 2020). Além disso, diversas espécies do
inseto vetor do género Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo) séo
responsaveis por transmitir a leishmaniose (ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA,
2014).
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Tabela 1 - Espécies de Leishmania spp., manifestacdes clinicas, distribuicdo geografica e vetores.

Espécies

ManifestacGes
clinicas

Distribuicéo
geogréfica

Vetores

Leishmania aethiopica

Leishmaniose cutanea
localizada;
Leishmaniose cutanea
difusa.

Etiopia, Quénia.

Phlebotomus
pedifer

Leishmania major

Leishmaniose cutanea

Africa do Norte,

Phlebotomus

localizada. Oriente Médio, | papatasi;
Africa Subsaariana, | Phlebotomus
e Cinturdo do | duboscqi
Sahel, Sudao,
Paquistdo.
Leishmania mexicana Leishmaniose cutanea | América Central. Lutzomyia
localizada. olmeca
Leishmania amazonensis | Leishmaniose cutanea | América do Sul, | Lutzomyia

localizada;
Leishmaniose cutanea
disseminada
(SCORZA,;
CARVALHO;
WILSON, 2017).

norte da Amazénia.

flaviscutellata

Leishmania braziliensis

Leishmaniose cutanea
localizada;
Leishmaniose cutanea
disseminada
(SCORZA,;
CARVALHO;
WILSON,
Leishmaniose
mucocutanea.

2017);

América do Sul,
América Central e
Meéxico.

Lutzomyia spp.

Leishmania peruviana

Leishmaniose cutanea
localizada.

Andes  ocidentais
do Peru, planaltos
argentinos.

Lutzomyia
verrucarun;
Lutzomyia
pvmeni

Leishmania infantum

Leishmaniose visceral;
Leishmaniose cutanea
localizada.

Oriente Médio e

Asia Central ao
Paquistdo,
China, América

Central e do Sul,
Sul da Europa,
noroeste da Africa.

P. pcrniciosufi;
P. arias

Leishmania donovani

Leishmaniose visceral.

Etidpia, Sudao,
Quénia, india,
China,

Bangladesh.

Phlebotomus
argentipes;
Phlebotomus
orientalis

Fonte: Adaptado de Dubie e Mohammed (2020).
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As leishmanioses atingem regides tropicais e subtropicais, e em populagdes com baixo
nivel socioecondmico. Estima-se que 350 milhGes de pessoas estdo em risco de contrair a
infeccdo, sendo endémica em 98 paises de cinco continentes. Dos 98 paises, 71 sdo endémicos
tanto para leishmaniose visceral quanto cutanea, 8 paises sdo endémicos apenas para
leishmaniose visceral e 19 paises sdo endémicos para a forma cuténea da doenga (WHO,
2020). Deste modo, as leishmanioses estdo em segundo lugar em mortalidade e quarto em
morbidade entre todas as doencas tropicais negligenciadas do mundo (MATHERS; EZZATI,
LOPEZ, 2007).

A maioria dos casos de leishmaniose visceral ocorrem na India, Bangladesh, Sudéo, Sul
do Suddo, Brasil e Etiopia (ALVAR et al.,, 2012). O aumento dos numeros de casos da
doenca, no Brasil, se da pelo aumento e desestruturacdo na urbanizacdo, ocupacgdes de terras
desordenadas e condicbes de vida precarias. Na década dos anos 90, por exemplo,
aproximadamente 90% dos casos da forma visceral da doenga foram notificados no nordeste
do Brasil. Assim, com a disseminacdo da doenca para outros estados, 0s numeros de casos
aumentaram em mais regifes e revelou uma diminuicdo na regido do nordeste (DOS REIS et
al., 2017).

As espécies responsaveis pela leishmaniose visceral sdo Leishmania donovani e
Leishmania infantum (SALAM; AL-SHAQHA; AZzZZIl, 2014). A forma visceral é a
manifestacdo mais grave da doenca, podendo apresentar um periodo de incubacdo de 2 a 6
meses, a depender do comprometimento do Sl do paciente (WHO, 2020; SCORZA et al.,
2017). Este tipo de leishmaniose ocorre quando o parasito se desloca do sitio de infeccdo na
pele para 6rgdos internos como o figado, baco e medula 6ssea. Apesar desta dindmica, a
leishmaniose visceral pode ser assintomatica, ou também apresentar sinais e sintomas como
febre, perda de peso, anemia, trombocitopenia, neutropenia, hiperglobulinemia,
hepatoesplenomegalia e palidez das membranas mucosas (REITHINGER et al., 2007; VAN
GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Em 2020 foi reportado mais de 5 mil casos de leishmaniose cutanea em sete paises:
Afeganistdo, Algeria, Brasil, Colombia, Iraque, Paquistio e Republica Arabe da Siria. Estes
paises respondem por 80% da incidéncia global de leishmaniose cutanea (WHO, 2020). Essa
média crescente de casos estd atribuida a mudancas ambientais, desmatamento, migracao
massiva da populacdo de areas rurais para urbanas, surgimento de atividades econémicas no
campo, favorecendo a disseminacgéo do vetor (BRASIL, 2019).

O numero de casos reportados de leishmaniose cutanea no Brasil em 2020 é maior ou

igual a cinco mil, o que representa 80% dos casos globais (RUIZ-POSTIGO et al., 2021). Na



22

regido nordeste do Brasil, hd uma alta incidéncia e expansdo do alcance geogréfico de
leishmaniose cutanea causada por Leishmania braziliensis. Este parasito causa um aumento
anual da doenca no pais sendo endémica em algumas regides. Existem 39% de casos
reportados nos estados do Maranhdo, Bahia e Ceara (BRANDAO-FILHO et al., 1999;
LACERDA, 1994; OLIVEIRA et al., 2004; LEWNARD et al., 2014).

A leishmaniose cutéanea pode ser classificada como cuténea localizada, mucocuténea,
difusa e disseminada. Diversas espécies como a L. major, L. mexicana, L. aethiopica, L.
infantum, L. braziliensis, L. peruviana e L. amazonensis podem causar a leishmaniose cutanea
(SALAM; AL-SHAQHA; AZZl, 2014).

Dentre os aspectos clinicos, a leishmaniose cutanea localizada é caracterizada por
apresentar Ulceras indolores com bordas bem delimitadas e elevadas, podendo medir de 5 a 10
cm de diametro. Em biopsias da borda da Ulcera, é observada baixa carga parasitaria
(BAILEY; LOCKWOOD, 2007; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; FATA et al,,
2019). Na leishmaniose mucocutanea, ha uma inflamacéo destrutiva nas membranas das
mucosas como boca, nariz e faringe. Nos exames histopatoldgicos, sdo raros parasitos na
forma amastigota encontrados nas bidpsias (BAILEY; LOCKWOOD, 2007; REITHINGER et
al., 2007; WHO, 2010; DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017). A forma cutanea difusa da doencga é caracterizada por multiplos ndédulos ndo
ulcerativos e indolores, em toda superficie cutanea preferencialmente no rosto, orelha,
cotovelos e joelhos (CONVIT, 1957; HANDLER et al., 2015). Trinta por cento dos casos
eventualmente também desenvolvem invasdo dos parasitos na regido da nasofaringe e mucosa
oral (ORDAZ-FARIAS et al., 2013). Nos aspectos histopatol6gicos, ndo ha formacdo de
granuloma e apresenta numerosos parasitos na forma amastigota (DA ROCHA; CAMPOS,
2006). A forma disseminada da doenca é caracterizada por lesbes pleomorficas como
papulares, actineiformes, nodular e tipos ulcerados, mais comumente encontrado em
membranas mucosas. Podem ser observados poucos parasitos nas lesdes, moderada
hiperceratose e granuloma formado por células com largos vactolos nas bidpsias (CONVIT,
1957; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). As diferentes manifestacdes clinicas da
leishmaniose cutanea, permite que o periodo de incubacdo da doenca varie entre 2 semanas a
6 meses (WHO, 2020).

O ciclo biologico da leishmania é digenético, alternando entre hospedeiros mamiferos e
o inseto vetor (KILLICK-KENDRICK, 1999). As promastigotas prociclicas, a forma néo
infectiva do parasito, é encontrada no intestino médio dos flebdtomos. Esta forma apresenta

uma motilidade debilitada devido ao flagelo curto, porém possui uma alta capacidade de se
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replicar através da divisdo binéaria. Ao migrar para a faringe do hospedeiro invertebrado, os
parasitos passam por um processo de metaciclogénese e sdo transformados em promastigotas
metaciclicas, sua forma infectiva. Essas promastigotas ndo se replicam, apresentam uma
forma mais alongada, e alta motilidade (MATLASHEWSKI, 2001; BATES, 2007;
DOSTALOVA; VOLF, 2012).

O inseto vetor infectado inocula as formas promastigotas metaciclicas atraves do
repasto sanguineo em hospedeiros vertebrados (HANDMAN; BULLEN, 2002). Esses
parasitos sdo reconhecidos por macrofagos através de moléculas de superficie como o
lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina 63 (GP63) e proteofosfoglicano (PPG) (KANE;
MOSSER, 2000; FOTH et al., 2002; AOKI et al., 2019). Apds o reconhecimento, 0s parasitos
sdo fagocitados e internalizados em fagolisossomos dos macréfagos que, apds esse evento, €
denominado de vaclolo parasitoforo. Em seguida, as formas promastigotas metaciclicas
diferenciam em amastigotas que é a forma do parasito que ndo apresenta flagelo (KANE;
MOSSER, 2000).

A fusdo das formas amastigotas nos compartimentos endociticos permite que 0s
parasitos adquiram propriedades fagolisossomais como glicoproteinas lisossomais e
endossomais na sua membrana e a presenca de hidrolases &cidas. Deste modo, as amastigotas
sdo resistentes a desnaturacdo mediada por lisossomos e enzimas. Os vacuolos parasitoforos
podem realizar uma fusdo de moléculas internalizadas pela célula hospedeira com
compartimentos endociticos tardios em longo tempo, fornecendo um meio de nutricdo aos
parasitos (ALEXANDER; VICKERMANT, 1975; COURRET et al., 2002). As formas
amastigotas possuem uma alta capacidade de se replicar em meio acido do fagolisossomo,
promovendo alise do macrofago e, consequente, a liberacdo de parasitos para a infeccdo de
células adjacentes, sendo responsavel pela manutencdo da infeccdo em mamiferos (KANE;
MOSSER, 2000; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2020). Nesse contexto, essa
forma do parasito possui uma relevancia clinica significante relacionado a gravidade da
doenca, por gerar manifestacGes clinicas diferentes que varia entre infecgdes cutaneas,
mucocuténeas, desfiguragcdo grave e a doenca visceral letal. Diante disso, as amastigotas s&o
alvos terapéuticos para estudos de farmacos com atividade antileishmania (MCCONVILLE et
al., 2007).
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1.2.2 Imunopatogénese da leishmaniose cutanea

As manifestacdes clinicas causadas pela leishmania dependem da espécie e da resposta
imune do hospedeiro, de fundamental importancia na evolucédo da doenca (GABRIEL et al.,
2019). A primeira resposta as formas promastigotas metaciclicas da leishmania no hospedeiro
é a producdo de citocinas pro-inflamatorias e ativacao das trés vias do sistema complemento:
classica, alternativa e da lectina, dando inicio a resposta imune inata. Porém, o parasito utiliza
mecanismos para driblar o sistema complemento, inativando essas vias (MASPI; ABDOLI;
GHAFFARIFAR, 2016; GABRIEL et al., 2019). O progresso para a resposta imune
adaptativa comega com o reconhecimento de moléculas de superficie presentes no parasito
por células apresentadoras de antigeno profissionais como macrdfagos e células dendriticas
(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).

As células hospedeiras infectadas produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e
Oxido nitrico (NO), mecanismos fundamentais para o controle da infeccdo. Além disso,
produzem a IL-12 que ativa células NK, as quais produzem TNF-a e IFN-y, induzindo a
resposta Thl em linfocitos TCD4*. A producédo excessiva dessas citocinas pro-inflamatorias
pode levar a forma grave da doenga (POLARI et al., 2019; DUBIE; MOHAMMED, 2020).
Em pacientes com leishmaniose cutdnea e mucocutanea infectados por Leishmania
braziliensis com niveis elevados de TNF-o e IFN-y, ha uma resposta imune exacerbada que se
expressa em Ulceras no sitio de infeccdo. HA uma relagcdo diretamente proporcional entre o
tamanho da lesdo com o0s niveis destas citocinas. Por outro lado, a intensidade do perfil
inflamatério dirige @ uma resposta contra uma alta carga parasitaria, contribuindo para o
equilibrio na homeostase imunoldgica (ANTONELLI et al., 2005; GIUDICE et al., 2012).

No decorrer do seu processo de ativacdo, as células T CD4" sofrem polarizagdo,
gerando diferentes padrbes de células T helper (Th), as quais possuem funcbes efetoras
distintas que norteiam o perfil das respostas imunologicas. De um modo geral, Thl é um
padrdo importante na resposta imunoldgica frente a virus, bactérias e parasitos atraves da
producdo de interleucinas, tais como IL-2 e IFN-y. Na leishmaniose cutanea € mucocutanea,
no entanto, a producdo de citocinas pré-inflamatérias ndo é suficiente para a reducdo de
parasitos no organismo e, consequentemente, associa-se ao aumento da lesdo tecidual e
gravidade da doenca (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et al.,, 2002). A
diminuicdo da expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10 e o aumento de IL-17, que inclui
no arsenal de citocinas que induzem a inflamacé&o, também est&o relacionados a patogénese da

doenca e as lesbes mucocutaneas (BOAVENTURA et al., 2010). Neste contexto de resposta
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inflamatoria exacerbada e diminuicdo da atividade regulatoria, ocorre um estimulo a
destruicdo dos tecidos, evidenciando a importancia da imunoregulacdo na leishmaniose
mucocutanea (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

A resposta Th2, por sua vez, atua especialmente contra parasitos extracelulares em
funcdo da producédo de IL-4, IL-5 e IL-6 e de altos niveis de anticorpos (DEGASPERI et al.,
2018). A persisténcia e replicacdo do parasito nos macréfagos estdo envolvidas com a
ativacdo da resposta Th2, levando a producdo de citocinas anti-inflamatorias (MASPI;
ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A citocina IL-4, por exemplo, foi indicado por alguns
estudos como um fator determinante das respostas do Th2 e suscetibilidade & doenga
(GUIMARAES et al., 2006). A citocina IL-10 é secretada também por macréfagos e atua na
resposta Th2 como um potente inibidor da resposta Thl, regulando a imunopatologia e leséo
tecidual causada pela resposta Thl em excesso (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016;
MIRAMIN-MOHAMMADI et al., 2020).

Em contrapartida, a IL-10 pode facilitar a disseminagéo e persisténcia da leishmania,
limitando a capacidade dos macréfagos de eliminar parasitos e/ou organismos intracelulares
(SCHWARZ et al., 2013). Mesmo que a caracteristica da resposta da forma mucocutanea da
doenca seja a redugdo da IL-10, o TGF-B, que também ¢é uma citocina de perfil anti-
inflamatorio, atua frente a este tipo de leishmaniose. Desse modo, a expressdo de TGF-B
regula a resposta da leishmaniose mucocuténea, logo, em sua falta, pode-se acarretar uma alta
prejudicial nos niveis de TNF-a e IFN-y. Todo este processo representa um mecanismo
importante para a resposta imunoldgica desregulada, levando a forma grave da doenca, a qual
consiste na desfiguracdo do individuo infectado acompanhado de uma extensa destruigdo
tecidual (BACELLAR et al., 2002).

J& a resposta Th17 esta envolvida na producéo de citocinas pro-inflamatorias e células T
regulatérias (Treg), que produzem citocinas imunossupressoras regulatérias como IL-10 e
TGF-B, e contribuem para a progressdao da doenca (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR,
2016). Os mediadores pré-inflamatorios IL-1p, IL-6 e TGF-f sdo também produzidas por
macrofagos e estimulam a diferenciagdo das células Th17, podendo gerar uma resposta Th17
autoimune (CHUNG et al., 2009). Células Th17 produzem IL-17 que induzem o recrutamento
de neutrofilos, contribuindo para a leséo tecidual. Um estudo desenvolvido por Boaventura e
colaboradores (2010), mostrou que a expressdo de IL-17 e TGF- B ¢ maior em pacientes
infectados por Leishmania braziliensis com lesbes na mucosa em comparacdo a pacientes
infectados sem apresentar lesdo. Além disso, as citocinas pro-inflamatérias I1L-1p, IL-6, I1L-23

e TGF-B foram encontradas no infiltrado inflamatorio, contribuindo na patogénese.



26

1.2.3 Tratamento

As terapias contra as leishmanioses variam de acordo com o tipo da doenca, e, em
alguns cenarios onde a identificagdo da espécie ndo é disponivel, o tratamento é feito de
acordo com a experiéncia local (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Os antimoniais
pentavalentes (Sb®"), incluindo o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato
de sodio (Pentostam®), séo utilizados desde a década de 1920 como a primeira linha de
tratamento contra as leishmanioses (KARAMIAN et al., 2015; PONTE-SUCRE et al., 2017).
No Brasil, s6 existe comercializagdo da formulacdo do antimoniato de meglumina (BRASIL,
2017). Em pacientes com a doenca, sio administradas 20 mg Sb>*/kg por cerca de 20-30 dias,
por via endovenosa ou intramuscular. Em alguns casos de leishmaniose cutanea, o
medicamento pode ser injetado diretamente na lesdo (BAILEY; LOCKWOOD, 2007;
KARAMIAN et al., 2015). Os Sh** apresentam maior atividade contra as formas amastigotas
da leishmania, por expressarem uma enzima denominada TDR1, a qual ativa a molécula
reduzindo-a em Sb%". Apesar do efeito leishmanicida, os Sb°" sdo potencialmente
arritmogénicos, além de apresentar altas taxas de toxicidade cardiaca, renal, hepética e
pancredtica (DA ROCHA; CAMPQOS, 2006). Sdo contraindicados para gestantes, por
atravessar a barreira transplacentaria e por apresentar teratogenicidade em estudos
experimentais com ratos. Além disso, os Sb>* ndo sdo recomendados como tratamento de
primeira escolha para pessoas acima de 50 anos com cardiopatias, nefropatias, hepatopatias, e
hipersensibilidade ao medicamento (BRASIL, 2017). A falha terapéutica dos antimoniais
estdo relacionados a fatores ligados ao hospedeiro como desnutricdo, imunossupressao
causada por HIV por exemplo, qualidade da droga, tratamentos incompletos, e também a
fatores relacionados a espécie de leishmania, podendo resultar em resisténcia parasitaria
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; LLANOS-CUENTAS et al., 2008).

A anfotericina B (AMB) é o farmaco de segunda escolha no tratamento das
leishmanioses. A AMB foi descoberta em meados de 1960 em cultura de bactéria
Streptomyces nodosus e é um potente antibiético da classe dos polienos contra fungos e
bactérias (CEREGHETTI; CARREIRA, 2006; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). A
AMB pode se apresentar nas formas de desoxicolato ou lipossomal encapsulada. As doses séo
ministradas a depender do tipo de manifestacéo clinica da doenca, variando de 1-4 mg/kg/dia
(AMB lipossomal) e 1mg/kg/dia (desoxicolato de AMB), ambos por via endovenosa
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; MOSIMANN et al., 2018; BRASIL, 2019; MATOS et al.,



27

2020). O pos-tratamento também deve ser monitorado para evitar possiveis recidivas
(BRASIL, 2015). Seu mecanismo de acdo esta relacionado a alteracdo da permeabilidade
celular, se ligando no ergosterol da membrana plasmatica do parasito, formando poros e
permitindo a liberacdo de ions de potéssio, 0 que pode ocasionara morte de promastigotas e
amastigotas in vitro (BOLARD; JOLY; YENI, 1993; BERN et al., 2006; BRASIL, 2017). A
AMB é uma droga com um custo elevado e possui efeitos adversos como insuficiéncia renal,
anormalidades eletroliticas como hipocalemia, febre, anemia, tremores, taquicardia, nausea,
hipotensao e alteracdo no comportamento (SUNDAR et al., 2004; MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; BRASIL, 2017). A forma lipossomal da droga apresenta efeitos similares com a forma
de desoxicolato, mas possui menos efeitos toxicos e o tempo de tratamento pode ser reduzido
(AMATO et al., 2011). A formulacdo lipidica da AMB possui eficacia nos tratamentos contra
a leishmaniose visceral no Brasil, em alguns paises da Asia e Europa (BERN et al., 2006). O
uso da droga para leishmaniose cutanea é baseado no tratamento ja utilizado em leishmaniose
visceral. A AMB ¢ indicada como primeira escolha em pacientes com leishmaniose cutanea
com idade acima de 50 anos ou gestantes, insuficiéncia renal, cardiaca, hepatica,
transplantados renais e com quadro grave com um ndmero de 20 lesdes ou mais. Em pacientes
imunossuprimidos ou coinfectados com o virus HIV, é recomendado a formulagdo de
desoxicolato como primeira escolha (BRASIL, 2017).

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) é uma droga de formulagdo oral utilizada como
terceira escolha para o tratamento das leishmanioses. Foi sintetizada por um grupo do Reino
Unido que buscava analogos de agregacdo de plaquetas para atividade anti-inflamatéria, e da
Alemanha que pesquisava moléculas antitumorais. A molécula é um fosfolipidio sintético
pertencente a classe das aquilfosfocolinas, e, por sua similaridade a lecitina, pode interferir na
funcionalidade da membrana plasmaética das células (VERWELJ et al., 1993; PACHIONI et
al., 2013). Em 2002, a miltefosina foi aprovada para aplicacdo oral em alguns paises para o
tratamento de leishmaniose cutanea e visceral. Na india e Etidpia, as doses utilizadas para
leishmaniose visceral variam de 2,5 a 150 mg/kg/dia, a depender do peso e idade, por 28 dias.
O tratamento para leishmaniose cutdnea é realizado pelo mesmo periodo de tempo, com
2mg/kg/dia, apresentando 70-90% de eficacia contra L. panamensis, mas para L. braziliensis e
L. mexicana, ha uma limitacdo na eficacia da droga. Na Bolivia, para o tratamento de
leishmaniose mucocutanea causada por L. braziliensis, o tratamento é de 2,5- 3,3 mg/kg/dia
por 4 semanas (WHO, 2010). A miltefosina, por ser de aplicacdo oral, estd associado a
toxicidade gastrointestinal severa, resultando em nausea, anorexia, vémito e diarreia
(VERWENW et al., 1993; CRUL et al., 2002). Além disso, ¢ uma droga contraindicada para
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gestantes pelo seu potencial teratogénico (WHO, 2010). Dentre suas limitacdes estd o alto
custo e longa duracdo do tratamento, podendo levar ao surgimento de cepas resistentes
(VELEZ et al., 2010).

A pentamidina também faz parte do arsenal de drogas utilizadas no tratamento da
leishmaniose cutdnea em é&reas endémicas dos continentes americano, asitico e africano.
Pertence a classe das diamidinas aromaticas, que também possui atividade tripanocida in vitro
e invivo (LOURIE; YORKE, 1939). O mecanismo de acao preciso ainda é desconhecido, mas
sabe-se que pentamidina interfere no potencial de membrana da mitocdndria da leishmania e
na biossintese de macromoléculas como DNA, RNA, fosfolipidios e proteinas (BRAY et al.,
2003; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; MATOS et al., 2020). O tratamento deve ser
monitorado, sendo aplicado por doses endovenosas ou intramuscular em dias alternados,
durante 3-5 dias, com 4 mg/kg da droga (HELLIER et al., 2000). Os efeitos adversos com o
uso da pentamidina sdo hipoglicemia, distarbios nas enzimas do figado, leucopenia, anemia,
nefrotoxicidade e cardiotoxicidade (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). E contraindicado para
gestantes, criancas menores de 1 ano e em casos de intolerancia a glicose, insuficiéncia
hepatica, hipersensibilidade ao medicamento, pacientes com diabetes mellitus, nefropatias e
cardiopatias (BRASIL, 2015, 2017).

A pentoxifilina € uma droga que possui efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores.
N&o é uma droga utilizada como monoterapia para os casos de leishmanioses, comumente é
aplicado em associacdo com os antimoniais pentavalentes, principalmente no tratamento da
leishmaniose mucocutanea, atuando como um adjuvante e reduzindo a toxicidade no
tratamento com os antimoniais (MOURA et al.,, 2008; INA, 2021). A atividade
imunomoduladora da pentoxifilina auxilia na reducdo da resposta imune exacerbada contra o
parasito, inibindo TNF-a e diminuindo a inflamacéo tecidual (SANTAREM et al., 2014). E
uma droga aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), utilizada como um
vasodilatador, e, para o tratamento coadjuvante contra a leishmaniose cutanea é administrado
de forma oral na concentracdo de 400 mg a cada 8 horas por 30 dias (LESSA et al., 2001;
WHO, 2010). Os estudos com a pentoxifilina sdo escassos e limitados pelos numeros
reduzidos de pacientes tratados com este medicamento, além de apresentar efeitos adversos
como distdrbios gastrointestinais, nausea, vomito, diarreia e rubor facial (BRASIL, 2017).

A paromomicina é um antibiotico que pertence a classe dos aminoglicosideos, com
atividade contra bactérias e protozoarios. Esta droga inibe a sintese de proteinas e o potencial
de membrana da mitocéndria, interferindo na respiracdo celular. Na década de 1960 foi

descrita a sua atividade antileishmania, sendo mais efetivo nos casos contra leishmaniose
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cutanea (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008; GOTO, 2012). O mecanismo de acdo da
paromomicina envolve a inibicdo da producdo protéica do protozoario ligando-se a
subunidade ribossémica 30S. Esse evento, desencadeia o0 acumulo de complexos ribossémicos
anormais 30S-50S e causa a morte celular. Além disso, alguns estudos relatam a alteracdo no
potencial da membrana mitocondrial com a morte parasitaria (CHAWALA, et al., 2011; KIP
et al., 2018). A paromomicina é utilizada em tratamentos topicos para forma cutinea da
doenca, ou por via intramuscular contra a forma visceral, apresentando baixa toxicidade em
células de mamiferos (FERNANDEZ; MALCHIODI; ALGRANATI, 2011). Os efeitos
adversos desse medicamento incluem a ototoxicidade como lesdes nas funcdes auditivas,
irritacbes na pele, nefrotoxicidade, diarreia, nausea, vomito, dores abdominais, e outros
(DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIER, 2009; GOTO, 2012).

Embora a leishmaniose se configure como um problema de saude publica, os atuais
tratamentos utilizados contra esta doenca apresentam ainda muitas limitagdes, tais como alto
custo, toxicidade e, em alguns casos, falha terapéutica (ALVAR et al., 2008; PONTE-SUCRE
et al., 2017). A falha terapéutica pode estar associada a persisténcia dos sintomas até o final
do tratamento e também recidiva da doenca em pacientes que ja foram curados anteriormente
(RIJAL et al., 2013). Além disso, a depender da concentracdo utilizada, alguns tratamentos
apresentam sérios efeitos adversos, permitindo até o surgimento de algumas doencas
(AMATO et al., 2008). Diante dessa problematica, uma necessidade muito evidente de
alternativas terapéuticas que oferecam mais seguranca e eficacia e que, para além disso,
apresentem vias de administracdo mais adequadas, a fim de facilitar o nivel de adesdo ao
tratamento e, por consequéncia, 0 sucesso. O presente trabalho, portanto, reforca a
necessidade de busca por novas opc¢des terapéuticas, as quais podem ser reveladas de uma ou
mais classes quimicas diferentes das utilizadas atualmente, tornando notéavel que os estudos de
novos protétipos devam ser fortemente apoiados como ferramentas de controle de riscos e

agravos a populacéo e a saude publica.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados para leishmaniose cutanea.

ANTIMONIAIS ANFOTERICINA  MILTEFOSINA PENTAMIDINA

PENTAVALENTES B
DOSAGEM E/ OU 20 mg Sh°*/kg por 1-4 mg/kg/dia 2 mg/kg/dia por 4 =~ 4 mg/kg da droga
TEMPO DE 20-30 dias (lipossomal) semanas por 3-5 dias
TRATAMENTO .
ou 1 mg/kg/dia
(desoxicolato de
AMB)
VIA DE Endovenosa ou Endovenosa Oral Endovenosa ou
ADMINISTRACAO intramuscular intramuscular
Toxicidade cardiaca, | Insuficiéncia renal, Toxicidade Hipoglicemia,
renal, hepatica e hipocalemia, febre, gastrointestinal disturbios nas
EFEITOS pancreética anemia, tremores, grave, resultando  enzimas do figado,
ADVERSOS taquicardia, ndusea, em nausea, leucopenia,
hipotensdo e anorexia, vomito anemia,
alteracdo no e diarreia nefrotoxicidade e
comportamento cardiotoxicidade

Fonte: Elaboragdo da autora

1.3. PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais e 0s seus metabolitos secundarios desempenham um papel
importante no tratamento de enfermidades desde 2600 a.C., com as primeiras descricdes na
Mesopotamia, Egito (CRAGG; NEWMAN, 2013). Nesses primeiros registros, o0leos
derivados de cedro e Cupressus sempervirens (cipreste), Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
espécies de Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (suco de papoula), que ainda sdo
utilizados para tratamento de tosses, resfriados, infecgcdes parasitarias e inflamacéo, foram
documentadas. Dentre as grandes civilizages que utilizam produtos naturais, a medicina
tradicional chinesa também se destaca na realizacdo dessas praticas desde 1100 a.C.
(CRAGG; NEWMAN, 2005).

Ao longo das ultimas décadas, o uso de plantas medicinais tornou-se mais sofisticado
a medida que estudiosos utilizaram compostos isolados de vegetais para o desenvolvimento
de compostos menos toxicos e com grande potencial no combate a doengas resistentes a
medicamentos convencionais (BIAPA et al., 2007; ZULKIPLI et al., 2015). Essa
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potencialidade estd associada a diversidade estrutural Gnica e caracteristica das plantas
medicinais, com a presenca de flavonoides, terpenos, alcaloides, cumarinas etc. (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012; VALLI; BOLZANI, 2019).

As substancias produzidas naturalmente pelas plantas promovem diversas funcdes que
oferecem a populagdo inumeras alternativas de tratamentos e pesquisas para 0 avanco da
medicina, tais como atividade antibidtica, fungicida, antiparasitaria, antitumoral, antipirética,
anti-agentes virais, anti-hipertensivo, permitindo também o auxilio no controle de diabetes do
tipo 2, e outros (CRAGG; NEWMAN, 2005, 2013). Em 1820, farmacéuticos franceses
isolaram um composto com atividade antimalarica, denominado quinina, o qual foi muito
utilizado nos grupos indigenas na Amazbdnia para o tratamento de febre (CRAGG;
NEWMAN, 2013). Além destes, alguns outros compostos, como a reserpina (um anti-
hipertensivo utilizado para o tratamento de picadas de cobra) e a efedrina (derivada da planta
Ephedrasinica é muito utilizada como um agente anti-asma), foram desenvolvidos (DEV,
1999; CRAGG; NEWMAN, 2013). Mais tarde, em 1955, a missdo do Instituto de Cancer
Nacional dos Estados Unidos (NCI) revelou o forte potencial das plantas para o tratamento do
cancer, através de agentes quimioterapicos (CRAGG et al., 1994). Por fim, o custo desses
compostos é mais acessivel em relagdo a terapia medicinal moderna, tornando-os, portanto,
ainda mais atrativos (BIAPA et al., 2007; SHARMA et al., 2015).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo. A extensa area do bioma é
distribuida em seis territorios: floresta amazénica, caatinga, cerrado (savana), floresta
Atlantica, pantanal e pampas, além de uma longa costa litoranea com variados ecossistemas
marinhos. Diante dessa vasta biodiversidade, o Brasil tem potencial para explorar
quimicamente e biologicamente os produtos naturais e desenvolver novos compostos,
podendo contribuir para uma fonte de economia ativa, sustentavel, e para preservacao
ambiental (VALLI; BOLZANI, 2019). A utilizacdo adequada desses recursos e ferramentas
na bioprospecgdo certamente ajudara na descoberta de novas moléculas provenientes de
plantas, empregando técnicas modernas de descoberta de drogas e os esfor¢os coordenados de

varias areas.
1.3.1 Fisalinas
As plantas herbaceas anuais do género Physalis spp. sdo angiospermas pertencentes a

familia Solanaceae, a qual compreende 120 espécies amplamente distribuidas nas regides

tropicais e subtropicais do mundo. Pertencem a classe dos vitalindides, sdo esteroides do tipo
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ergostano com modificacOes tipo 16-24-ciclo-13-14-seco, que apresentam propriedades
profilaticas e terapéuticas. Na medicina popular, sdo utilizadas como analgésicos, no
tratamento de reumatismo, em dores abdominais e em casos de desconfortos na garganta (DA
SILVA LIMA et al., 2014; SHARMA et al., 2015). As fisalinas sdo extraidas da folha ou da
casca do caule da planta (TOMASSINI; SOARES; FERNANDEZ-FERREIRA., 2002; SUN
etal., 2017). A primeira a ser isolada foi a fisalina A, em 1969, a partir da Physalis alkekengi
var. franchetii, introduzindo as pesquisas na composicao estrutural das fisalinas e na sua
atividade bioldgica (MATSUURA et al., 1969; SUN et al., 2017).

A Physalis angulata L. é uma erva encontrada em algumas regides da Africa, Asia e
nas Américas (VIECELI et al., 2021). E popularmente conhecida como “camapu”, muito
utilizada pelo povo indigena na Amazbnia, por suas frutas comestiveis e propriedades
terapéuticas (BALBANI; SILVA; MONTOVANI, 2009). Os extratos e infusdes desta planta
tém sido tradicionalmente utilizado em diversos paises para o tratamento de algumas doencas
como maléria, asma, dermatites, antidiurético, analgésico, antirreuméatico e problemas
estomacais (DOS SANTOS et al., 2008; SHARMA et al., 2015). Diversas investigacoes
fitoquimicas desta planta também ja foram realizadas e vitanolideos e fisalinas tais como a
fisalina A, B, D, E, F, G, H e | foram isoladas (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura molecular das fisalinas.
Fonte: elaboracdo da autora

As fisalinas sdo moléculas capazes de atuar em diversos alvos celulares e mecanismos
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de acdo. Apresentam atividades antitumoral, antinociceptiva, imunomoduladora, antibiotica e
antiparasitaria (TOMASSINI; SOARES; FERNANDEZ-FERREIRA., 2002; SUN et al.,
2017). As fisalinas também podem interagir na resolucdo da inflamacéo, desempenhando uma
potente atividade imunossupressora e anti-inflamatdria (PINTO et al., 2010; YU et al., 2010;
DING et al.,, 2019). A fisalina D, por exemplo, mostra-se promissora em seu papel
imunomodulador. Esta fisalina aumenta a expressdo de ARGINASE-1 e promove a
polarizacdo de macrofagos M2 imunossupressores. A fisalina D também estimula a
diminuicdo de niveis de iINOS, um dos principais marcadores de macréfagos M1, inibindo a
polarizacdo destes macréfagos pro-inflamatérios (DING et al., 2019).

Em 2003, Soares e cols. demonstraram que as fisalinas B, F e G possuem uma
potente atividade imunossupressora em macrdfagos peritoneais de camundongos da linhagem
BALB/c. Os autores demonstraram uma reducdo da producdo de éxido nitrico (NO) e das
citocinas IL-6, IL-12 e TNF-a sob estimulo de LPS e IFN-y. Além disso, no modelo murino
de choque endotdxico, as fisalinas inibiram a producdo TNF-a induzido por LPS, protegendo
contra a sepse induzida (SOARES et al., 2003). Além disso, estudo mostra que as fisalinas B
e F reduzem a producdo de citocinas pré-inflamatorias, através da inibicdo da ativacdo do
fator de transcricdo nuclear, o NFkB, o qual estd envolvido na regulacdo de genes pro-
inflamato6rios (JACOBO-HERRERA et al., 2006).

No modelo murino de transplante alogénico, camundongos tratados com fisalinas
B, F e G reduziram a inflamacéo e a fibrose, inibindo a rejeicdo do enxerto (SOARES et al.,
2006). Em outro modelo murino, o de artrite induzida por colageno, a fisalina F reduziu o
edema da pata e a inflamagéo nas articulagbes quando comparado com o controle negativo
tratado com salina (BRUSTOLIM et al.,, 2010). Além disso, a fisalina F aumenta a
porcentagem de células apoptdticas de individuos HAM/TSP, inibindo a linfoproliferagéo de
PBMC desses pacientes (PINTO et al., 2016). Estes dados corroboram com a importancia da
acao anti-inflamatoria destes compostos.

Além de seu potente efeito imunomodulador, a atividade antiparasitaria da fisalina
F mostra-se bastante promissora. Estudo antimalarico in vitro mostra que a fisalina F
apresentou a menor concentracao inibitoria de 50% (ICso) contra o Plasmodium falciparum
(SA et al., 2011). A fisalina F também é efetiva contra todas as formas evolutivas do
Trypanosoma cruzi. Ensaios in vitro de infeccdo de macréfagos da linhagem J774 por L.
major e tratamento com as fisalinas B e F apontam uma reduc¢éo significante no numero de
amastigotas, assim como no grupo tratado com a Anfotericina B®. Neste mesmo estudo, o0

tratamento topico com fisalina F reduziu o tamanho da leséo e a carga parasitaria em modelo
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murino leishmaniose cutanea causada por L. amazonensis (GUIMARAES et al., 2009).

A atividade da fisalina B, D, F e G contra as formas promastigotas de L.
amazonensis e L. major também foi investigada em cultura axénica. Dentre as fisalinas
testadas, a fisalina F apresentou a melhor atividade contra promastigotas de L. amazonensis e
L. major, inibindo 100% dos parasitos mesmo na menor concentragdo utilizada no ensaio
(GUIMARAES et al., 2010). Em suma, estes resultados demonstram a atividade promissora
da fisalina F contra leishmania, tanto em ensaios de infeccdo de macrofagos peritoneais
obtidos de camundongos ou em macrdofagos de linhagem, como em modelo murino de
leishmaniose cutdnea. Ndo ha descricdo na literatura da atividade desta molécula em
macrdéfagos humanos infectados por L. braziliensis.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O conjunto de doencas de cunho imunoldgico sdo caracterizadas pela disfuncdo de
componentes do sistema imune, incluindo os macréfagos, que sdo células importantes na
resposta imune durante a inflamacdo, além de serem responsaveis pela manutencdo da
homeostase dos tecidos. Estas células possuem uma baixa resposta aos farmacos
imunossupressores e anti-inflamatdrios disponiveis, além de apresentarem toxicidade a longo
prazo.

A leishmaniose cutdnea é uma doenca que apresenta um componente imune e
inflamatorio local importante. Possui alta incidéncia global, endémica em regies tropicais e
subtropicais, incluindo a regido nordeste do Brasil. Os tratamentos disponiveis para o
tratamento desta doenca apresentam alta toxicidade, com alto custo, efeitos adversos graves
que podem evoluir para a morte do paciente e falha terapéutica associada a resisténcia
parasitaria, podendo levar a recidiva da doenca. Diante este cenario, € necessario a busca e
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos seguros e eficazes contra a doenca.

As fisalinas purificadas de Physalis angulata sdo seco-esteroides que apresentam
atividade imunomoduladora. O nosso grupo de pesquisa demonstrou uma potente atividade
inibidora da ativacdo de macréfagos e linfocitos dessas moléculas, além da atividade
antileishmania in vitro e in vivo. Dentre o arsenal das fisalinas, a fisalina F apresentou maior
eficacia no tratamento da leishmaniose cutanea experimental e também como um potente
imunomodulador, diminuindo a inflamacéo local e promovendo uma melhor cicatrizacéo.

Neste projeto, foi avaliado, pela primeira vez, o potencial imunomodulador da fisalina
F em macrofagos humanos, além de explorar a atividade e mecanismos de acdo deste
composto contra L. braziliensis. A hipdtese desse trabalho é que a fisalina F possui atividade
imunomoduladora e antileishmania em macréfagos humanos ativados ou infectados por L.

braziliensis, respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o papel imunomodulador e a atividade anti-Leishmania braziliensis da fisalina

F em macréfagos humanos.

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade in vitro da fisalina F em macréfagos humanos;

e Auvaliar a producdo das citocinas pré-inflamatoérias IL-6, IL-1p, TNF-a por

macrofagos humanos apds o tratamento com a fisalina F;

e Auvaliar a viabilidade de promastigotas em L. braziliensis apds o tratamento com a
fisalina F;

e Auvaliar a atividade anti- L. braziliensis da fisalina F em macréfagos humanos

infectados;

e Auvaliar os mecanismos de morte celular em promastigotas de L. braziliensis ap6s

o tratamento com a fisalina F;

e Auvaliar as alteracdes ultraestruturais da molécula frente as formas promastigotas

de L. braziliensis.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DA FISALINA F

A fisalina F foi obtida do caule da Physalis angulata, coletada no Belém do Para. O
processo de identificacdo, extracdo e isolamento da molécula foi realizado no Laboratério de
Produtos Naturais — Farmanguinhos (FIOCRU/RJ) pela equipe da Dr? Therezinha Tomassini,
conforme descrito por Soares e cols. (2003) e gentilmente cedida ao nosso grupo de pesquisa.
Apo6s o recebimento da molécula, a fisalina F foi diluida em DMSO (Sigma-Aldrich, San
Luis, Missouri, EUA) e armazenada na concentracdo de 10 mg/mL a uma temperatura de -

20°C até a sua utilizacao.

4.2 CULTIVO DE PROMASTIGOTAS

As formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-3456) foram cultivadas
em meio Schneider (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) contendo 20% de soro bovino
fetal (SBF) (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) e 50 pug/ mL de gentamicina (Hipolabor,
Belo Horizonte — Minas Gerais, Brasil), pH 7,2 e incubadas a 27°C. As leishmanias foram
contadas diariamente em camara de Neubauer, durante sete dias. Ao atingirem a fase

estaciondria de crescimento, novas passagens in vitro dos parasitos foram realizadas.

4.3 ISOLAMENTO DE PBMC

Sangue periférico (30 mL) foi coletado de voluntarios sadios para o isolamento de
células mononucleares (PBMC). O sangue coletado foi diluido em salina estéril na razdo de
1:1 a temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi submetida & centrifugacdo em
gradiente de densidade utilizando Ficoll (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), a 400 g
por 30 minutos, a 24°C. O anel interfacial de PBMC foi coletado e submetido a lavagens com
salina estéril, através de trés centrifugacdes de 300, 250 e 200 g, por 10 minutos cada. O
sobrenadante foi descartado na ultima centrifugacdo e o pellet foi ressuspendido com meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) pH 7,2 a

4°C. As células foram contadas ao microscopio optico utilizando camara de Neubauer, apds
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coloragéo com azul de Trypan (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (BONYEK-SILVA
etal., 2021).

44 SEPARACAO E DIFERENCIACAO DE MONOCITOS

As células mononucleares separadas por gradiente de Ficoll foram plaqueadas
(2x10%/pogo) em placas de 24 pogos contendo ou ndo laminulas de vidro de 13 mm (Perfecta,
Sdo Paulo, Brasil) e meio RPMI (Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). As células foram
incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO2 por 30 minutos para aderéncia celular. Apés o
tempo, o sobrenadante foi descartado e lavagens sucessivas foram realizadas utilizando salina
estéril a temperatura ambiente para remover células ndo aderentes. Foi adicionado entdo meio
RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Waltham, Massachusetts,
EUA), 2 mM de L-glutamina, 50 pg/ mL de gentamicina (Hipolabor, Belo Horizonte — Minas
Gerais, Brasil) e 50 ng/mL de macrophage colony-stimulating fator (M-CSF) (Gibco,
Waltham, Massachusetts, EUA) por 7 dias, para diferenciacdo de mondcitos em macréfagos
(BONYEK-SILVA et al., 2021).

4.5 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de
Pesquisas Goncalo Moniz - IGM/ FIOCRUZ/ BA (nimero do protocolo: CAAE
33419420.6.0000.0040).

4.6 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

Macrofagos humanos foram estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) de Escherichia coli na concentracdo de 500 ng/ mL e
tratados com fisalina F nas concentragdes de 5 - 0,625 uM, durante 24 horas em placas de 24
pocos, na densidade de 2x10° por pogo. A droga imunossupressora de referéncia,
dexametasona (DEXA) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi utilizada na
concentracdo de 1 uM. Em seguida, o sobrenadante foi coletado em 4 e 24 horas para a
avaliacdo dos niveis de citocinas e mediadores quimicos produzidos durante o tratamento. As

dosagens de IL-6, IL-1p e TNF-o foram determinadas através da técnica de ELISA sandwich,
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utilizando kitsDuoset ELISA Developmet System (R&D Systems, Minneapolis, EUA), de
acordo com as recomendac0es do fabricante.

As placas de 96 pocos de ELISA (NUNC — IMMUNO PLATE Maxisorp Surface)
foram sensibilizadas com 50 pL/po¢o do anticorpo de captura, na concentracdo de 2 pg/mL,
diluido em PBS 1x e incubadas overnight a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS
1x a 0,05% de tween e blogueadas com 100 pL/pogo de PBS 1x contendo 0,05% de nitrito de
sodio, 1% de albumina bovina e 5% de sacarose por 2 horas. Apds o tempo, foram
adicionados 50 pL/poco das amostras, do branco e da curva padrdo dos recombinantes
diluidos no tampdo Tris-salina (20 mM triz na base e 150 mM de NaCl) contendo 0,1% de
albumina bovina e 0,05% de tween 20, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Foi realizada
uma diluicdo seriada (1:2) para o padrdo, seguido com 11 diluicdes em duplicata, de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A placa foi lavada trés vezes com PBS 1x/ tween 0,05%
e incubada com 50 pL do anticorpo de detecgéo (biotinilado) na concentragdo de 400 ng/ mL
por um periodo de 2 horas. Por fim, a placa foi lavada cinco vezes com PBS 1x/ tween 0,05%
e incubada durante 20 minutos com avidina-peroxidase diluida 1:200. A revelacdo foi
realizada adicionando o substrato cromogénico 3,3', 5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB)
(Kinkergaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD), dissolvido em 10 mL do tampdo
citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 e 2 pL de H20>. A reacéo foi interrompida com &cido fosférico
a 0,056 M. A leitura foi determinada utilizando o espectrofotdmetro (Spectramax), no
comprimento de onda de 450 nm. As andlises foram realizadas utilizando o Software Softmax
4.3.1.

4.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE IN VITRO DA FISALINA F EM MACROFAGOS
HUMANOQOS

Macrofagos humanos, obtidos apos o processo de diferenciacdo, foram plagueados em
placas de 96 pocos na densidade de 5x10* células por pogos e tratados por 72 horas com
diferentes concentragdes de fisalina F (50 - 1,56 pM) diluida em DMSO, AMB (2 — 0,0625
uM) e dexametasona (1 — 0,03125 pM). A droga citotoxica de referéncia utilizada foi a
violeta de genciana (VG) nas concentracdes de 5 -0,156 pM. A viabilidade celular foi medida
através do metabolismo do Alamar Blue® a 10% (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A
concentracdo citotoxica para 50% da populagdo celular (CCso) foi determinada com base na

porcentagem de inibicdo do metabolismo celular, em relacdo ao controle nédo tratado. O CCso
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foi calculado por regressédo néo linear utilizando o GraphPadPrism versdo 8.0.2 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

4.8 ENSAIO DE VIABILIDADE DE PROMASTIGOTAS

Promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-3456) em fase estacionaria de
crescimento foram cultivadas a uma densidade de 108/ poco, em placas de 96 pogos contendo
meio Schneider (Sigma) suplementado a 20% de SBF (Gibco) e 50 pg/ mL de gentamicina
(Hipolabor, Belo Horizonte — Minas Gerais, Brasil). As promatigotas foram submetidas a seis
diferentes concentragdes de fisalina F, diluidas 1:2, partindo da concentragdo de 50 uM. A
anfotericina B foi utilizada como a droga antileishmania de referéncia nas concentracdes de 2
—0,0625 uM. Os parasitos foram incubados por 72 horas a 27°C. Em seguida, a viabilidade
das promastigotas foram avaliadas através do Alamar Blue® (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, EUA), ap6s 2 horas. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A concentracao inibitoria de 50% das promastigotas
(ICso) foi determinada com base na porcentagem de inibicdo do metabolismo celular, em
relacdo ao controle ndo tratado. O ICso foi calculado por regressdo ndo linear utilizando o
GraphPadPrism versao 8.0.2.

49 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA DA FISALINA F EM
MACROFAGOS HUMANOS

Macrofagos humanos diferenciados foram plaqueados em placas de 24 pocos,
contendo laminulas de vidro redondas (13mm), na densidade de 2x10° por pogo. Em seguida,
as células foram infectadas por L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-3456) na propor¢do de 10:1
(parasito-macrofago) durante 4 horas, a 35°C e 5% de CO.. O tratamento com fisalina F foi
realizado em concentragdes ndo toxicas (5 - 0,15625 uM), durante 24 horas. As células foram
fixadas com metanol a -20°C por 10 minutos e coradas com Giemsa na diluicdo de 1:10, para

contagem utilizando um microscépio éptico (Olympus, Tokyo, Japan).

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO E VARREDURA

Promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-3456) na fase estacionéria de

crescimento, foram plaqueadas na densidade de 4x10% poco, em placas de 24 pogos. A
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fisalina F em concentracdo ndo citotdxica foi adicionada e incubada por 72 horas a 27°C.
Posteriormente, as células foram fixadas em uma solucdo de 2% de formaldeido, 2,5% de
glutaraldeido e 2,5 mM de CaCl> em 0,1M de cacodilato de sodio buffer pH 7,2. Seguida de
uma pos fixacdo com 1% de tetréxido de 6smio e 0,8% de ferricianeto de potassio no mesmo
tamp&o. Depois das lavagens sucessivas, as amostras foram desidratadas em gradiente
crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) para a microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Por fim, as amostras foram incubadas em resina PolyBed. Os cortes
foram marcados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Em seguida, foram observadas
pelo microscopio eletrnico de transmissdo, JEOL JEM 1320 (Peabody, Massachusetts,
EUA).

Para as analises por microscopia eletrdnica de varredura (MEV), ap6s a fixa¢do com a
solucdo preparada com tetroxido de ésmio, as amostras foram colocadas em laminulas de
vidro com poly-L-lysina 0,01%. A desidratagcdo foi realizada com etanol (30 a 100%) e
submetidos ao ponto critico (substituicdo do etanol por CO2) no LEICA CPD 030. Por fim, as
amostras foram metalizadas com ouro e observadas no microscopio eletrdnico de varredura
JEOL JSM-6390L V.

4.11 AVALIACAO DO PADRAO DE MORTE CELULAR EM L. braziliensis

Além de ensaios antiparasitarios, a fisalina F foi submetida a experimentos para
avaliar o mecanismo de morte celular em promastigotas de L. braziliensis, a fim de avaliar
mecanismo de agdo. A citometria de fluxo foi utilizada para analisar o potencial da droga em
induzir apoptose ou necrose. Promastigotas de L. braziliensis (1x10°% pogo) foram adicionadas
a placas de 24 pocgos contendo meio Schneider (Sigma), na presenca ou ndo da fisalina F a 5
MM, Foram incubadas por 24 horas a 26°C. Em seguida, os parasitos foram transferidos para
tubos de citometria, lavados duas vezes com 1mL de PBS 1x, centrifugados a 3.000 RPM por
5 minutos e ressuspendidos em 100 uL. do tampao de ligagdo da anexina-V (HEPES/NaOH a
10 mM, pH 7,4; NaCl a 140 mM; e CaCl. a 2,5 mM). Posteriormente foram marcadas com 5
uL de anexina-V (BioSource, Camarillo, CA, EUA) por 15 minutos, na auséncia de luz. Apos
o tempo de incubagao, foram adicionados 400 puL. do tampao de ligagcdo da anexina-V e 10 uL
de iodeto de propidio (BioSource). A aquisicdo dos dados foi realizada no citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e analisados no programa
FlowJo_v10.6.1 (Becton, Dickinson and Company, Ashland, OR, EUA).
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4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos como média +
EPM (erro padréo da média). Os valores de ICso e CCsp foram calculados por regressdo néo
linear a partir da porcentagem de resposta bioldgica (atividade antileishmania) ou reducéo no
namero de células (citotoxicidade). A significancia das diferencas entre os grupos foi avaliada
utilizando o teste oneway ANOVA e 0 pos-teste de comparacdo multipla Tukey para o grupo
de amostras ou analise de variancia. As analises foram realizadas no programa

GraphPadPrism versao 8.02.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO IMUNOMODULADOR DA FISALINA F

Macrofagos humanos foram incubados com LPS e a dosagem de citocinas foi realizada
nos sobrenadantes de macrofagos tratados com a fisalina F ou dexametasona (Figura 2). O
estimulo dos macrofagos com LPS induziu o aumento da producéo de TNF-a, IL-1p e IL-6. O
tratamento com fisalina F nas concentragdes de 5 — 1,25 uM reduziu de forma significativa (p
<0,001), a producdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p e IL-6 em comparagdo com
o controle estimulado (somente LPS). A droga padréo ouro, a dexametasona, também reduziu

a producao das trés citocinas, na concentracdo de 1 pM.
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Figura 2 - Dosagem de citocinas pré-inflamatérias. Quantificacdo da producdo de TNF-o (A), IL-1B (B) e IL-
6 (C) em sobrenadante de culturas de macrdfagos humanos tratados in vitro com fisalina F em diferentes
concentracfes (5 - 0,625 uM) e estimulados com LPS (500 ng/mL). O controle positivo utilizado foi a
dexametasona (DEXA 1 uM) na presenca de LPS (500 ng/mL). O controle negativo (CTRL) néo foi submetido a
estimulos e tratamentos. E o grupo LPS foi estimulado em igual concentracdo. Valores representam a média +
DP de quatro determinagBes obtidas em trés experimentos realizados. Assumindo que todos os grupos foram
comparados com o grupo LPS, *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001 e ns =ndo significativo. A comparagdo entre a
DEXA e os outros grupos foi considerado como $ p=ns; & p < 0,05; % p < 0,01 e # p < 0,001.

Fonte: Elaborac&o da autora

5.2 CITOTOXICIDADE DA FISALINA F

A determinagéo da concentracéo citotoxica de 50% (CCso) da fisalina F foi avaliada em
macrofagos humanos isolados e diferenciados apds a coleta de PBMC. A fisalina F, a violeta
de genciana, a dexametasona e a anfotericina B foram testadas em seis diferentes
concentracdes (diluidas 1:2). A fisalina F apresentou o valor de CCsp de 6,07 = 1,17 uM
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(Tabela 2). Como esperado, a violeta de genciana apresentou um valor de CCso de 1,43 +
1,23 uM. A anfotericina B obteve um valor préximo ao da violeta de genciana, com CCsg de
2,02 £ 0,54 uM nas concentracdes testadas. A dexametasona ndo apresentou citotoxicidade

nas concentragdes testadas.

5.3 ATIVIDADE DA FISALINA F EM PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis

A atividade da fisalina F foi avaliada em ensaio de viabilidade de formas promastigotas
de L. braziliensis e a concentracdo inibitoria de 50% (ICso) foi calculada. As concentracGes
testadas da fisalina F para este ensaio foi de 50 — 1,56 puM. O valor de 1Cso deste composto
contra promastigotas de L. braziliensis foi de 10,85 + 0,99 puM. O controle positivo, a
anfotericina B, foi testada de 2 — 0,0625 uM, e apresentou um valor de 1Cso de 0,108 + 0,001
MM. (Tabela 2).

Tabela 3 - Citotoxicidade da fisalina F sob macréfagos humanos, atividade antileishmania frente as formas
promastigotas de L. braziliensis.

L. braziliensis

Promastigotas

Macrofagos humanos

Compostos IC5, £ DP (M
CCs, £ DP (uM) 0 (D

Fisalina F 6,07 £ 1,17 10,85 £ 0,99
Anfotericina B 2,02 £0,54 0,10 £0,00
Violeta de Genciana 1,43 £1,23 N.D.

CCso= concentragdo citotoxica de 50%; 1Cso= concentragdo inibitoria de 50%; DP= Desvio padrédo; N.D. =
nao determinado.
Fonte: Elaborag8o da autora
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5.4 ATIVIDADE DA FISALINA F EM MACROFAGOS HUMANOS INFECTADOS POR
L. braziliensis

O modelo de infec¢do em cultura de macr6fagos humanos foi realizado para avaliar o
potencial da fisalina F em inibir a taxa de infe¢cdo e o nimero de amastigotas/ 100 células
contadas aleatoriamente, para obtencdo de resultados (Figura 3). A fisalina F reduziu a
infeccdo e o nimero de amastigotas, especialmente nas concentracfes de 5 e 2,5 uM. Este
padréo de reducdo foi semelhante ao observado em culturas tratadas com a anfotericina B, a

droga de referéncia na clinica médica.
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Figura 3 - Atividade da fisalina F em macrdéfagos humanos infectados com L. braziliensis. Macréfagos
humanos foram infectados durante 4 horas com L. braziliensis e tratados durante 24 horas com diferentes
concentracfes de fisalina F (5 - 0,15625 pM). O controle (CTRL) inclui macréfagos infectados e sem
tratamento. A anfotericina B (AMB) foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 2 pM. (A)
Porcentagem de macrofagos infectados com L. braziliensis. (B) Nimero de amastigotas por macréfago. Valores
representam a média + DP de trés determinacfes obtidas em trés experimentos realizados. Assumindo que todos
os grupos foram comparados com o controle (CTRL), *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001 e ns =ndo significativo.
A comparacéo entre a AMB e os outros grupos foi considerado como $p=ns; & p<0,05;% p<00le#p<
0,001.

Fonte: Elaboracdo da autora

5.5 ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS DE PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis
TRATADOS COM FISALINA F

Os parasitos ndo tratados mantiveram suas caracteristicas morfologicas normais,
compativeis com corpo liso alongado, fusiforme, flagelo na porcdo anterior, proporcional ao
tamanho do corpo e superficie celular intacta com estruturas bem preservadas (Figura 4A).
Apbs 24 horas de tratamento com a fisalina F a 5 puM, as formas promastigotas exibiram por

microscopia eletronica de varredura, alteracdes significantes em sua estrutura. Por exemplo,
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alise na membrana plasmaética com extravasamento de conteudo, apresentando rugosidade e
encurtamento do corpo celular (Figura 4B). Na anélise da microscopia eletronica de
transmissdo, os parasitos do grupo controle ndo apresentaram nenhuma alteracdo, com o
nucleo, material genético e citoplasma organizado (Figura 4C). Ja no grupo tratado, nota-se
afrouxamento da membrana nuclear, material genético desorganizado e acumulo de incluses

lipidicas (Figura 4D).

X8,000  2um

Figura 4 - Anélise por microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissao (MET) de promastigotas
de L. braziliensis tratadas com fisalina F. (A) Controle ndo tratado com caracteristicas morfolégicas normais,
parasito alongado e fusiforme, analisado por MEV. (B) Parasitos tratados com fisalina F na concentragdo de 5
UM por 24 horas, mostram o efeito dessa droga sobre os parasitos, como lise de membrana plasmatica, com
extravasamento de fluidos e encurtamento do corpo celular, avaliados por MEV. (C) Controle ndo tratado
apresenta nucleo e material genético intactos, através de analises por MET. (D) Promastigotas analisados por
MET, tratadas com fisalina F nas mesmas condic@es citadas, apresentam afrouxamento da membrana nuclear,
desorganizacdo de material genético, e o aparecimento de inclus6es lipidicas. N: nucleo; *: inclusdes lipidicas.
Fonte: Elaborac&o da autora
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5.6 PADRAO DE MORTE CELULAR EM PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis APOS O
TRATAMENTO COM FISALINA F

De acordo com as analises ultraestruturais que indicaram caracteristicas apoptéticas em
promastigotas de L. braziliensis, tratados com 1Cso/2 de fisalina F (5 pM), foi avaliado o
efeito do composto sobre a morte celular por citometria de fluxo através de marcacdes com
anexina V e iodeto de propidio (Pl). Ap6s o tratamento com fisalina F, o percentual de
parasitos marcados com anexina V foi de 5,4%, proximo ao valor do controle nédo tratado e
marcado com anexina V que apresentou um valor de 8,6% de marcagdo (Figura 5B e D),
sugerindo possivel morte celular induzida por apoptose.

o 0% 0% L) 0% 0%

PI

Anexina V
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Figura 5 - Padrdo de morte celular por citometria de fluxo. Promastigotas de L. braziliensis
foram tratadas com fisalina F (5 uM) e incubadas com iodeto de propidio (PI) e anexina V apds 24
h de incubacdo. (A) Promastigotas ndo tratadas e ndo marcadas; (B) Promastigotas marcadas por
anexina V e ndo tratadas; (C) Promastigotas marcadas com Pl e ndo tratadas; (D) Parasitos tratados
com 5 uM de fisalina F e marcadas com anexina V e Pl; (E) Percentual de parasitos marcados por
anexina V apds 24 h de tratamento com fisalina F a 5 uM. CTRL representa o controle ndo tratado
e ndo marcado. Valores representativos de médias + DP de trés determinagdes obtidas em dois
experimentos, ***p < 0,001, comparado ao controle ndo tratado e ndo marcado.

Fonte: Elaboragéo da autora
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6 DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas tropicais que estdo distribuidas por todo o
mundo. Dentre elas, a mais comum é a leishmaniose cutanea, atingindo milhdes de pessoas.
Os tratamentos disponibilizados no mercado para tratar este grupo de doengas apresentam
efeitos adversos e alto custo (DUBIE; MOHAMMED, 2020). Estudos prévios do nosso grupo
de pesquisa indicam que a fisalina F possui atividade antileishmania e imunomoduladora
promissora em células murinas (GUIMARAES et al., 2009, 2010; NOGUEIRA et al., 2013;
SOARES et al., 2003), no entanto, ndo ha estudos que demonstram a influéncia da fisalina F
na producdo de citocinas por macréfagos humanos, bem como o efeito da molécula durante a
infeccdo destas células por L. braziliensis.

No presente trabalho, uma potente inibicdo de citocinas pro-inflamatérias em
macréfagos humanos ativados foi observada ap6s o tratamento com a fisalina F em
concentracdes nao toxicas. Resultados similares foram observados por Soares e cols. (2003),
0s quais demonstraram que a fisalina F reduz a producdo de citocinas pré-inflamatorias em
macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c in vitro e em modelo de choque endotoxico
in vivo. Outro trabalho do grupo evidenciou que a fisalina F inibe a linfoproliferacdo de
esplendcitos e previne a rejeicao de transplante alogénico (SOARES et al., 2006). Além disso,
Brustolim e cols. (2010) observaram que a fisalina F reduz o edema em modelo in vivo de
artrite induzida por coldgeno. Em nossos ensaios, a producéo de I1L-6, TNF-a e o IL-1p foi
significativamente diminuida pelo tratamento de macr6fagos humanos com a fisalina F, de
forma concentracdo-dependente. Este dado reforca a utilizacdo da fisalina F para o tratamento
de doencas de cunho imunologico, onde a modulagéo de citocinas exerce um importante papel
na evolucéo de enfermidades.

As citocinas IL-6, TNF-o ¢ o IL-1B, sdo importantes na defesa imunoldgica do
hospedeiro contra parasitos do género Leishmania (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR,
2016). Por outro lado, a resposta inflamatdria na leishmaniose cutanea também acarreta na
destruicdo de tecidos e necrose nas lesbes (MIRAMIN-MOHAMMADI et al., 2020). Nés
observamos que a fisalina F, apesar de reduzir os niveis destas importantes citocinas pro-
inflamatdrias, inibe o numero de macrofagos humanos infectados e o nimero de amastigotas
por 100 células, sugerindo uma possivel acdo direta da molécula contra os parasitos. As
alteragdes morfologicas observadas na microscopia eletronica de varredura e de transmissao
corroboram com estes dados. Outro trabalho do nosso grupo de pesquisa também descreve a

acao direta da fisalina F contra formas promastigotas e amastigotas de leishmania in vitro e
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em modelo murino de leishmaniose cutéanea, com reducgdo da carga parasitaria e do tamanho
da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis (GUIMARAES et
al., 2009; GUIMARAES et al., 2010).

Estudos com outras moléculas isoladas de Physalis angulata também demonstram a
reducdo do crescimento de formas promastigotas em cultura axénica. As fisalinas B e G, por
exemplo, sd0 potentes contra promastigotas de diferentes espécies (GUIMARAES et al.,
2010). Nogueira e cols. (2013) demonstraram que 0 extrato etanolico de P. angulata inibe
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e promastigotas de L. braziliensis.
Outro estudo sugere que a biotransformacédo da fisalina H exerga uma potente atividade anti-
L. major. Além disso, a fisalina F inibe a proliferacdo de outras espécies de protozoarios,
como o Plasmodium spp. e o Trypanosoma cruzi (MEIRA et al., 2013; SA et al., 2011).
Todos estes dados reforcam a importancia destes seco-esterdides contra protozoarios parasitos
(CHOUDHARY et al., 2006).

As caracteristicas morfologicas de um evento apoptético sdao a reducdo do volume
celular, a formacdo de bolhas na membrana e a fragmentacdo do ndcleo e do seu DNA
(BASMACIYAN; CASANOVA et al., 2019; STROPPA et al., 2017; SHAHAet al., 2006;
MARINHO et al., 2014). Estas caracteristicas também foram observadas em nossas anélises
de microscopia eletronica. Além disso, formas promastigotas tratadas com a fisalina F foram
positivas para a anexina V, um marcador da externalizacdo da fosfatidilserina. Estes
resultados, em conjunto, direcionam a um padrdo de morte celular similar a apoptose em
promastigotas de L. braziliensis tratados com a fisalina F.

A investigacdo da atividade antiparasitaria deste seco-esteroide contra outras espécies
de leishmania podera ser realizada no futuro, a fim de ampliar o estudo do efeito da molécula
em diferentes manifestacdes das leishmanioses, sendo um passo para ensaios clinicos. Além
disso, este trabalho sera aperfeicoado utilizando ensaios high content para a otimizacdo de
tempo e reducdo de vieses do observador nas contagens dos ensaios de infeccdo. O tempo de
duracéo da diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos no protocolo é muito longo, portanto,

foi uma limitagdo para o0 andamento desta pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Este € um estudo inédito que demonstra a atividade da fisalina F em macréfagos
humanos, um composto promissor na imunomodulacao e na atividade anti- L. braziliensis. A
molécula reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatdrias em macrofagos humanos ativados,
além de inibir promastigotas e amastigotas de L. braziliensis, agindo diretamente no parasito e

apontando uma possivel morte celular similar a apoptose.
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Introduction

Macrophages are multifunctional cells essential to the immune system function,
and the primary host cell in Leishmania braziliensis (Lb) infection. These cells are
specialized in microorganism recognition and phagocytosis, but also activate other
immune cells and present antigens, as well as promote inflammation and tissue
repair. Here, we describe a protocol to obtain mononuclear cells from peripheral
blood (PBMC) of healthy donors to separate monocytes that then differentiate into
macrophages. These cells can then be infected in vitro at different Lb concentrations to
evaluate the ability to control infection, as well as evaluate host cell immune response,
which can be measured by several methods. PBMCs were first isolated by centrifuging
with Ficoll-Hypaque gradient and then plated to allow monocytes to adhere to culture
plates; non-adherent cells were removed by washing. Next, adherent cells were
cultured with macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) for 7 days to induce
macrophage differentiation. We suggest plating 2 x 10° cells per well on 24-well plates
in order to obtain 2 x 10° macrophages. Fully differentiated macrophages can then
be infected with Lb for 4 or 24 hours. This protocol results in a significant percentage
of infected cells, which can be assessed by optical or fluorescence microscopy. In
addition to infection index, parasite load can be measured by counting the numbers
of parasites inside each cell. Further molecular and functional assays can also be
performed in culture supematants or within the macrophages themselves, which
allows this protocol to be applied in a variety of contexts and also adapted to other

intracellular parasite species.
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The intracellular protozoan parasite of the genus Leishmania
is the causative agent of a neglected disease complex known
as leishmaniasis’. These tropical diseases have a wide
range of clinical manifestations that can range from skin
lesions to complications arising from the visceral form of
the disease, which can be fatal if not treated. Cutaneous
leishmaniasis (CL) is the most frequent form of leishmaniasis
and is characterized by a single or few ulcerated skin lesions
with exacerbated chronic inflammationZ. The development
of disease is dependent on the Leishmania species, in
addition to a combination of factors associated with host
immune response, which both define clinical outcomes3+4.
Leishmania braziliensis is the main species that causes CL
in Brazil, with cases reported throughout all states of the
country5. The immune response against L. braziliensis is
considered protective, since it restricts the parasite to the
inoculation site, and involves several immune cell types, such

as macrophages, neutrophils e lymphocytes®:6.7.

Macrophages are multifunctional cells essential for the
immune system, since they are specialized in the detection
and phagocytosis of microorganisms, and can present
antigens and activate other cell types. Macrophages are
able to regulate processes from inflammation to tissue repair
and the maintenance of homeostasis®:2. These cells play
an essential role in the early immune response against
intracellular parasites, such as Leishmania, being important

for their elimination?: 1112,

During L. braziliensis infection, macrophages can respond
through different mechanisms to eliminate the parasite,
such as the production of reactive oxygen species (ROS)

and inflammatory mediators’3: 14

. Immune responses can
be guided by the production of proinflammatory or anti-

inflammatory cytokines, which contribute to an exacerbated

inflammatory state or tissue 6.15,16

repair processes
The plasticity of macrophages is fundamental to the
immunopathogenesis of CL, as well as to parasite-host
interaction, and these cells are considered crucial to the
elucidation of disease mechanisms and to the development

of new therapeutic approaches.

As CL is a complex disease, investigations require
researchers to explore cell types that mimic those found
in humans. The immune responses observed in different
experimental models can vary and produce results that do not
reflect the immune response observed in naturally infected
humans. Thus, the protocol presented herein was designed
to enable the study of human macrophages and their immune

responses during CL caused by L. braziliensis.

Protocol

The Institutional Review Board for Ethics in Human Research
at the Gongalo Moniz Institute (Oswaldo Cruz Foundation-
IGM-FIOCRUZ, Salvador, Bahia-Brazil), approved this study
(protocol number: CAAE 95996618.8.0000.0040).

1. Isolation of human PBMCs

1. Ensure that the blood samples, 1.077 g/mL density
gradient (e.g., Ficoll-Histopaque), and saline solution are

at room temperature.
2. Dilute blood samples with saline solution at 1:1 ratio.
3. Transfer 10-12 mL of density gradient to 50 mL tubes.

4. Carefully overlay up to 40 mL of the diluted blood sample
on top of density gradient. Separate the blood and

density gradient layers.

5. First centrifugation: centrifuge tubes containing blood

and density gradient layers at 400 x g for 30 min at 24 °C.

Copyright ® 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments

jove.com

August 2021+ 174+ 62555+ Page 2 of 12



jove

10.
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12.

13.

14.

NOTE: Switch-off the brake before starting the

centrifuge.

Remove the plasma above the PBMC ring with a pipette
(the buffy coat layer is located between the plasma and
density gradient layers; below that are red blood cells/

granulocytes pellet).

Transfer the cloud-like PBMC layer (buffy coat layer) with
a pipette to a 15 mL tube and fill with cold saline (kept

on ice or at 4 °C).

Second centrifugation: centrifuge tubes at 300 x g for 10

min at 4 °C with the brake switched-on.

Discard the supernatant and resuspend the pellet by

filling the tube with cold saline.

Third centrifugation: centrifuge tubes at 250 x g for 10

min at 4 °C with the brake switched-on.

Discard the supernatant and resuspend the pellet, filling

the tube with cold saline.

Fourth centrifugation: centrifuge the tube at 200 x g for

10 min at 4 °C with the brake switched-on.

Discard the supernatant and resuspend the pellet with 1

mL of cold RPMI medium.

Count cells to determine the number of cells obtained.

2. Differentiation into human macrophages

NOTE: For a 24-well plate, calculate the amount of total cells

needed to plate 2 x 10° cells per well, which will yield 2 x

10° macrophages. This yield is based on an average of 10%

monocytes in human blood. Alternatively, monocytes can also

be released by non-enzymatic methods and then counted for

plating.

On a 24-well plate, place 13 mm round glass coverslips
at the bottom of each well. Plate the equivalent of
2x108 cells in 1 mL of RPMI incomplete per well.

NOTE: Limit the number of cells in each well, since
overestimated amounts can hinder cell adhesion and
compromise culturing. In addition, all coverslips must be

clean and sterile.

Incubate plates for 30 min at 37 °C under 5% CO2 for
cell adhesion.

Remove the supernatants and wash once with 0.9%

saline at room temperature to remove any non-adherent

cells.

After washing, remove the saline and add 250 pL of
supplemented RPMI medium at room temperature (10%
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 50 ng/mL M-CSF)

to each well.

Incubate the cells for 7 days at 37 °C under 5% CO2.

1. Add 125 pL of supplemented RPMI medium to each
well every two days. At the end of cell differentiation,
the final volume will be 500 pL per well.

2. To analyze cell viability, perform another culture in
parallel on a 96-well plate (2 x 10° per well).

3. After differentiation into macrophages (7 days), add

20 pL of AlamarBlue reagent.

4. After 7 hours of incubation, read plates on a
spectrophotometerat wavelengths of 570 nm and

600 nm.
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3. Leishmaniaculture and infection

NOTE:

L. braziliensis promastigotes from two different

strains (MHOM/BR/01/BA788 and MHOM/BR88/BA-3456)

were used in this assay.

1.

Count Lb parasites and calculate the volume to obtain 5

x 105/mL parasites.

Prepare supplemented Schneider's Insect medium (10%
FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100

mg/mL streptomycin).

Incubate parasites in a total volume of 5 mL in a 24 °C
incubator until the stationary phase is reached (4 to 6
days).

NOTE: Count parasites every day to assess growth.

After reaching the stationary phase, centrifuge
Leishmania cultures at 100 x g for 10 min at 4 °C to
remove any dead parasites (precipitated at the bottom of

the tube).

Transfer the supernatant to a new tube and centrifuge at
1,800 x g for 10 min at 4 °C to recover viable parasites.

Discard the supernatant.

Resuspend the pellet with 1 mL of supplemented RPMI

medium to count parasites.

Calculate the volume of parasites to obtain a
10:1 parasite:cell ratio. Transfer parasites to culture
plates containing macrophages previously cultured in
supplemented RPMI medium (~300 pL/well) at room

temperature.

Remove the supernatant from each well containing
differentiated macrophages.
NOTE: As soon as possible, replace the medium in each

well to avoid cells spending extended periods without

10.

1

medium. We suggest removing and replacing medium in

three wells at a time.

Transfer the calculated amount of Lb to each well

containing differentiated macrophages.

Infect cells for 4 or 24 hours at 37 °C under 5% CO2.

1. After4 hours, wash macrophages 3 times with saline
at room temperature to remove any non-internalized

parasites.

2. For the 24-hour infection period, add 300 pL of
supplemented RPMI medium to each well after
washing, and then reincubate for another 20 hours

at 37 °C under 5% CO2.

Remove the supernatant to measure inflammatory
mediators using an enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) following the manufacturer's instructions.

1. Centrifuge the collected supernatant at 1,800 x
g for 10 min at room temperature. Transfer the
supernatant to a new tube. This procedure is

performed to remove any non-internalized parasites.

Supernatants can be frozen and kept at -80°C until
the time of future analysis.
NOTE: Cells may be used to assess infection rate,

parasite viability or ROS production.

4. Evaluation of infection

Quantification of infection rate

1. Add 300 pL of methanol to each well after removing
the supernatant. Allow 15 min to fix cells adhered to

coverslips.

2. Remove the coverslips from the wells and place on
a support to soak in the cell staining solution (e.g.,

Quick Panoptic 2) for 1 min.
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3. Submerge coverslips twice in cell staining solution

(e.g., Quick Panoptic 3) and wait until dried.

4. Place 15 pL of mounting medium (e.g., Entellan) on
slides, and then place coverslips over the medium.
NOTE: All macrophages attached to coverslips

should be in contact with the mounting medium.

5. Count 100 cells at random under an optical
microscope using an 100x objective to quantify
and number of internalized

infection rate

amastigotes.
2. Parasite viability

1. After 4 hours of infection, wash cells with saline at

room temperature 3 times.

2. Add 300 pL of supplemented Schneider's Insect

medium.
3. Incubate in a 24 °C incubator.

4. Quantify parasite growth after 48, 72, 96 and 120

hours.

5. Evaluation of ROS production by fluorescence
microscopy

1. After the infection period, remove the supernatant and

wash cells with 500 pL of saline.

2. Add 300 pL of the fluorogenic probe reagent (e.g.,
CellROX Green Reagent at 5 uM) to each well.

3. Incubate cells for 30 min at 37 °C and 5% CO».

4. Wash cells 3x with 500 pL of phosphate buffered saline
(PBS).

5. Fix cells with 300 pL of 3.7% formaldehyde and let sit for
15 min.

NOTE: Measure the florescence signal within 24 hours.

6. Add 5 pL of DAPI staining agent (e.g., DAPI ProLong
Gold antifade) for cell staining. Place the coverslip with
the surface containing macrophages in direct contact

with the DAPI staining agent.

7. Analyze the florescence signal by fluorescence

microscopy at an excitation wavelength of 485/520 nm.

8. Calculate the Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF)
from 30 cells for each coverslip using ImageJ.
CTCF = Integrated Density (Area of a selected cell x

Mean fluorescence of background readings)
6. Statistical analysis

1. Use the Mann-Whitney test to compare two groups

with unpaired samples. Perform the statistical

analyses using GraphPad Prism 7.0. Consider

differences statistically significant when p < 0.05.

Representative Results

The comprehension of parasites and host cells interaction is
crucial to elucidate mechanisms involved in the pathogenesis
of several diseases. Although cultured human cells are
less used due to limitations of cell culture compared to
cell lineages, the protocol presented herein shows a robust
and reproducible differentiation of human macrophages. This
protocol enables the analysis of several aspects of the
immune response and cell biology, from the production
of inflammatory mediators up to the susceptibility of an

infectious agent in human macrophages.

The first evidence that cellular differentiation is taking
place is macrophage morphology (Figure 1A). On the
plating day, cells are rounded and small when compared
to the morphology after seven days of culture. The

cellular spreading is observed when cultures are treated
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with macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). In the
absence of M-CSF, cell differentiation takes more time
and results in an heterogenous population of macrophage-
like cells (data not shown). After 7 days of differentiation,
macrophages were incubated with the Alamarblue reagent for
24 hours until reading. This method allows the quantification
of the cellular capacity to reduce resazurin to resorufin, thus
differentiating viable from dead cells. The "ctr" group refers to
macrophages cultured for 7 days in supplemented medium,
while the "dead" group refers to macrophages submitted
to osmotic lysis during differentiation, which serves as a
control for the technique. Once the differentiation in complete
(for seven days), the macrophages derived from human
monocytes remain viable and prompt to further assays that
can last up to 24 hours after differentiation (Figure 1B) or few

days (data not shown).

The first moments of interaction between Leishmania and
a phagocyte is marked by close contact that will culminate
in phagocytosis and internalization of the parasite. To
understand the process of infection will help to explain the
mechanisms involved in parasite killing or susceptibility to
a certain pathogen. Based on the results, the first four
hours of infection present the highest infection rate of L.
braziliensis (both BA788 and BA3456 tested strains). After
24 hours of infection, there is a reduction in the infection
rate of both strains, but we found statistical significance only
for BA788 (Figure 2A, D). Considering longer periods of
infection, no internalized parasites were found inside the
cells after 72 hours (data not shown), suggesting that human
macrophages are able to control L. braziliensis infection in
vitro. The infection rate is measured by the count of 100
cells and, among those, the infected ones. This estimates
the percentage of infection, which can vary due to the

immune response of the cell donor, the amount of Leishmania

parasites in the stationary phase and also due to the
experimenter bias. Figure 2H shows representative images
of a low infection rate (left) and a higher rate (right) by optical

microscope.

Another data that can be assessed in cultured human
macrophages is the parasite load, which is important to
indicate the ability of macrophages to control the infection.
It is measured by the average of intemalized parasites in
each cell and, after different time points, it is possible to
determine whether the number of parasites has increased or
reduced (Figure 2B, E). Finally, results of parasite viability
further assemble information about the infection control. It
is measured by the count of viable parasites in the culture
after replacing RPMI to Schneider medium. Regarding L.
braziliensis infection, we have already tested different time
points, such as 48 h, 72 h, 96 h and 120 h to quantify viable
parasites. The results indicate that 72 hours is recommended

to evaluate parasite viability in these conditions (Figure 2G).

Based on our protocol, it is also possible to measure the
inflammatory response against L. braziliensis infection in
culture supernatant as soon as 4 hours after the infection.
We were able to detect IL-6, TNF-a and LTB4 (Figure 3A-C),
but IL-10 and IL-1B production was below the detection level

(data not shown).

Another important aspect of the immune response against
L. braziliensis is the production of reactive oxygen-derived
species (ROS) by macrophages. This is one of the main
mechanisms for parasite killing. The protocol presented
herein show that ROS production from macrophages is
significantly increased after 4 hours of infection (Figure
4A). The quantification of ROS based on corrected total

cell fluorescence (CTCF) allowed the detection of almost
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twice the ROS production between infected and uninfected immune response against L. braziliensis infection in vitro.
macrophages (Figure 4B). Thus, this protocol enables research groups to further explore
the role of human macrophages in leishmaniasis, minimizing

Together, the results show that macrophage derived from
the bias of lineage or murine cell models.

humanmonocytes allows the study of several aspects of the

Alamar blue

Cell viability (%)
g

Ctrl Dead

Figure 1. Cell morphology during human macrophage differentiation in vitro. (A) Representative images of the
morphology of adherent cells at first day of culture (left) and after seven days of differentiation. (B) Cell viability after culture
for seven days for differentiation. Ctrl = macrophages in culture with supplemented medium; Dead = macrophages subjected

to osmotic lysis; Objective 60x; n = 3. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2. Several parameters of infection caused by two strains of Leishmania braziliensis can be assessed by
optical microscopy. (A, D) Infection rate (B, E), parasite load (four and 24 hours of infection) and (C, F) representative
images of macrophages infected by L. braziliensis from BA5456 (A-C) or BA788 (D-E) strains (four hours of infection). (G)
Macrophage-derived viable L. braziliensis after four hours of infection with BA788 strain. (H) Representative images of
human macrophages infected by L. braziliensis (BA788 strain) showing low (left) and high infection rate (right). Arrows =
intracelular amastigotes; Scale bar 10 ym; *p < 0.05; (A,B) n = 3; (D,E) n = 6; (G) n = 6. Please click here to view a larger

version of this figure.
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Figure 3. L. braziliensis-induced production of inflammatory mediators by human macrophages in four hours after

infection. (A) LTB4, (B) IL-6 and (C) TNF-a production in culture supernatant after four hours infection by L. braziliensis

(BA788 strain) measured by ELISA. **p < 0.01; n = 5. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 4. ROS production by human macrophages after in vitro infection with L. braziliensis. (A) Representative

images of ROS fluorescent labelling in cultured human macrophages after four hours of infection by L. braziliensis (BA788

strain). (B) Quantification of ROS production based on the corrected total cell fluorescence (CTCF) using Image J. Green =

ROS; Blue = nucleus; Scale bar 10 um; * p < 0.05; n =6. Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion

The protocol presented herein for human monocytes
differentiation into macrophages followed by the infection
with two strains of L. braziliensis allows the evaluation
of several aspects of parasite-cell interaction. These tools

can be crucial to elucidate unanswered questions about

CL. With the establishment of this protocol, our group was
able to uncover some aspects of the immune response of
macrophages obtained from individuals with diabetes and

cLi*,

Copyright ® 2021 JoVE Journal of Visualized Experiments jove.com August 2021+ 174+ 62555+ Page 9 of 12



jove

73

The differentiation process of monocytes into human
macrophages is complex and requires attention from the
first day of culture. The researcher must monitor the
differentiation, checking the development of the culture by
cellular morphology daily. Usually, the culture of monocytes
for seven days with M-CSF containing medium is sufficient
for complete differentiation. It is important to mention
that cell morphology depends on the donor, thus several
stages of cellular differentiation can be observed between
donors. This can be overcome with an increase in the
number of donors, which will allow the identification of
outliers. Moreover, the use of M-CSF is crucial for fully
differentiation into macrophages”; otherwise, it will result
in a highly heterogeneous population of dendritic cells-like,
macrophage-like cells and monocytes. Other growth factors
or a combination of these has been used as tolls to further
polarize macrophages into M1 or M2 proﬁle17'18. Several
studies have shown that macrophages cultured with M-CSF
develop an M2 profile, while cells treated with GM-CSF exhibit
an M1 proﬁ|e19. However, macrophages cultured with M-
CSF can polarize to the M1 profile after stimulation?®. Based
on the results, we were unable to determine a macrophage
profile prior to infection, but hypothesize that this probably
trended toward an M2 profile. On the other hand, after 4
hours of infection, macrophages produced high levels of
pro-inflammatory cytokines and ROS, which is characteristic
of a classic macrophage profile. Another relevant aspect
about the infection of macrophages with Leishmania is the
dispersion observed in the percentage of infected cells
(infection rate). This is a marked feature of assays with
human macrophages, also due to the responsiveness of
each donor. To minimize this effect, the stationary-phase of
Leishmania cultures should be confirmed and methods to
purify metacyclic promastigotes can be considered?!:22.23

In addition, our findings show that increased infection periods

result in a decrease in the infection rate, since human

macrophages seem to be able to control L. braziliensis.

The interaction of macrophages and Leishmania involves
the production of mediators that are a combination of a
protective response of the host cell to kill the parasite and
escape mechanisms developed by each Leishmania species.
Thus, to define the profile of mediators produced during
the infection is essential to understand the pathogenesis
of CL?*. Based on our protocol, it is possible to measure
pro-inflammatory mediators after 4 hours of infection with L.
braziliensis. With this method, we were also able to show
this inflammatory response of macrophages from individuals
with diabetes after infection in vitro with L. braziliensis'*.
The possibility to evaluate different inflammatory mediators is
crucial to better understand CL as a chronic inflammatory skin

disease?4:25.26

The production of mediators involved in parasite killing
also play a significant role in the disease development
and outcome. It has already been described that ROS
production is one of the most efficient mechanism to
control L. braziliensis infection’3:14 . The protocol presented
herein allow the evaluating of ROS production within the
macrophages infected by L. braziliensis using fluorescence
microscope. ROS production seems to be key to define
susceptibility to the infection'4:25. Unlike other methods, the
quantification of ROS through fluorescence microscopy has
the advantage of locally identifying production inside the cell.
Other methods only allow the indirect quantification of ROS
production from an entire cell population, without considering

that cells can respond differently to the same stimulus'3:25.

In summary, the results show that the protocol described
herein enables studies that aim to explore the interaction

between macrophages and L. braziliensis, assessing aspects
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such as the infection rate, parasite killing and production
of mediators. This allows to extrapolate the findings and to

correlate it with naturally occurring mechanisms.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: ESTUDO DO PAPEL IMUNOMODULADOR E ANTI-LEISHMANIA DA FISALINA F EM

MACROFAGOS HUMANOS

L. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA

Nome:

Data de nascimento:

Telefone:

Responsavel legal (se for o caso)

Grau de parentesco:

Nome:

Data de nascimento:

Telefone:

Pesquisador Participante
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II. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

Titulo da pesquisa: ESTUDO DO PAPEL IMUNOMODULADOR E ANTI-LEISHMANIA DA FISALINA F EM

MACROFAGOS HUMANOS

Local de realizagao: Instituto Gongalo Moniz — IGM/FIOCRUZ

1. Pesquisadores envolvidos:
a. Dra. Milena Botelho Pereira Soares — IGM/FIOCRUZ
Dr. Vinicius Pinto Costa Rocha — IGM/FIOCRUZ
Dr. Cassio Santana Meira — IGM/FIOCRUZ
Msc. Patricia Kauanna Fonseca Damasceno — IGM/FIOCRUZ
Gabriela Bittencourt Grimaldi — IGM/FIOCRUZ

¢ /0o

2. Informagdes gerais

As células mononucleares do sangue periférico humano serao obtidas a partir de doadores
saudaveis voluntarios do Hemocentro do Estado da Bahia ou voluntarios com idade igual ou
superior 18 anos sadios, através da técnica de centrifugacao por gradiente de densidade, utilizando
o reagente Ficoll® para obtencdo de mondcitos. As células serdo cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen, California), 2 mg/mL de L-glutamina
(Invitrogen, California), 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco), em
camera umida a 37°C com 5% de CO,. Os macrofagos serdo obtidos através da purificagao
magnética dos monocitos obtidos como descrito anteriormente, utilizando beads magnéticas para
selegdo de células CD14". As células recuperadas serdo mantidas em presengca de M-CSF por 7
dias a 37°C, 5% de CO, em meio RPMI suplementado como descrito anteriormente, até a completa
diferenciacao em macrofagos. Sera avaliado os seguintes parametros: citotoxicidade, infecgao,
carga parasitaria, dosagem de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos no sobrenadante das
culturas e analise da expressao proteica no extrato de celular.

3. Descrigao do estudo:

O objetivo do nosso estudo, para o qual o (a) sr (a) esta sendo convidado (a) a participar é avaliar o
efeito do tratamento com fisalina F em macrofagos humanos. Neste estudo, pretendemos obter células

Pesquisador Participante
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mononucleares de sangue periférico (PBMC) com o intuito de utilizar as mesmas para o isolamento e
obtencao dos macrofagos. Posteriormente essas células serdo tratadas com a fisalina F.

Caso aceite participar deste estudo, o(a) Sr(a) concordara em doar uma amostra sangue (50 mL), que sera
obtida por uma pun¢do periférica, em veia do brago realizada por profissional capacitado. Este
procedimento podera gerar um desconforto minimo no momento da punc¢ao da veia e em alguns casos
pequeno acimulo de sangue, formando hematoma local. Estas células serdo levadas ao IGM/FIOCRUZ,
onde serdo utilizadas em estudos in vitro, isto é, pesquisas realizadas em laboratorio, sempre preservando
a sua identidade e confidencialidade dos dados.

Esta pesquisa tem por objetivo produzir conhecimentos avaliar o efeito do tratamento com fisalina F, para
que seja possivel desenvolver um novo remédio para o tratamento da leishmaniose cutanea. Participar dela
nao vai gerar para vocé nenhum beneficio médico em curto prazo. Por este motivo, ao aceitar participar, o
(a) sr (a) concordara que os pesquisadores utilizem o seu material (suas células) visando contribuir para o
desenvolvimento da ciéncia.

Do mesmo modo, o (a) st (a) também concordara com o descarte do material, que acontecera ao final de
cada experimento, sem necessidade de nova autorizagao.

A sua participacao é inteiramente voluntaria, nio acarretara em custos financeiros, e, caso mude de
ideia quanto a participa¢ao no estudo, o (a) sr (a) deve sentir-se livre para abandonar o estudo, sem
qualquer prejuizo médico ou desconforto com a equipe do projeto.

Os resultados da pesquisa serao divulgados preservando o sigilo médico e, portanto, a sua identidade nio
sera revelada.

Sinta-se a vontade para entrar em contato sempre que desejar tirar dividas ou solicitar maiores
informacoes através dos telefones abaixo:

e Instituto Gongalo Moniz — Fundagao Osvaldo Cruz, Salvador pelo telefone (71) 3276-3272 ou
3276-3292 — Dra. Milena Botelho Pereira Soares

e Comité de Etica em Pesquisa Instituto Gongalo Moniz — Fundagdo Osvaldo Cruz, Salvador pelo
telefone (71) 3176-2375, e email: cep@bahia.fiocruz.br.

Diante do exposto nos paragrafos anteriores, eu, firmado abaixo, concordo em participar do estudo:

Eu confirmo que li e compreendi a descricao do estudo de titulo “ESTUDO DO PAPEL
IMUNOMODULADOR E ANTI-LEISHMANIA DA FISALINA F EM MACROFAGOS HUMANOS” e
pude questionar o pesquisador sobre todos os aspectos do estudo até estar satisfeito (a). Compreendo que a

participagao no estudo € totalmente voluntaria. Estou ciente do propoésito, do procedimento, dos riscos e

Pesquisador Participante
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dos beneficios do estudo, e isso me torna apto a participar. Estou ciente de que sou livre para sair do
estudo a qualquer momento, se assim desejar. O sangue colhido e as células obtidas a partir dela serdo
utilizados para este projeto, descartadas ao final de cada experimento. Minha identidade jamais sera
publicada, e os dados colhidos permanecerdo confidenciais. Declaro que recebi uma via, de igual teor,

deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado e datado.

Data e assinatura procedem que este tenha sido “Lido e Aprovado”.
1. Participante ou Representante legal

a. Data:

b. Nome:

c. Assinatura:

2. Investigador:

a. Data:

b. Nome:

c. Assinatura:

3. Testemunha Imparcial:

a. Data:

b. Nome:

c. Assinatura:
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