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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), é um grave problema de satde publica com
registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. Os atuais tratamentos da LTA apresentaram efeitos
colaterais importantes e relatos de resisténcia. O estudo da resposta imunolodgica frente ao
tratamento com farmacos pode ser a chave para um novo tratamento da LTA, pois a resposta
imunologica do hospedeiro é decisiva para progressao da doenca. Neste contexto os derivados
das Ftalamidas e Tidzois sdo moléculas imunomodulatorias e apresentam acdo bioldgica
contra Leishmania infantum. O estudo tem como objetivo avaliar a capacidade
imunomoduladora desses compostos heterociclicos da classe Fitalaminas e Tidzois sobre as
células do sistema imune de pacientes portadores da LTA expostas a antigenos de Leishmania
braziliensis. Inicialmente foram testadas citoxicidade dos compostos 2J e 2M sobre células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), assim como a atividade biol6gica dos
compostos sobre a L. braziliensis. Apés, foram selecionados 12 portadores da LTA e 08
controles negativos para obtencdo das PBMC, que foram estimuladas com antigenos solUveis
de L. braziliensis e tratadas 2J e 2M. Foi realizada a imunofenotipagem das PBMC para
linfocitos TCD4", com marcagdo para CD28 e CTLA-4 e os TCD8" com marcacdo para
CD28, CTLA-4, Granzima e IFN-y. Os mond6citos CD14" foram analisados através da
expressdo das moléculas CD80, CD86 e HLA-DR. As PBMC foram submetidas ao
processamento para as microscopias eletronicas de Varredura e Transmissdo e o sobrenadante
de cultura foi coletado para dosagem das citocinas de perfil TH1/TH2. Nos resultados as
moléculas 2J e 2M apresentaram taxas de concentracfes inibitorias (ICso) de 50,12uM e
64,88uM, respectivamente. Na citotoxicidade das moléculas em PBMC humanas, para 2J
CCsode 662,49 uM e 2M 885,28uM. O indice de seletividade (IS) foi aproximadamente de 13
vezes mais seletiva para a promastigota de L. braziliensis do que as PBMC humanas. Na
expressdo fenotipica em linfocitos, o tratamento com a 2M sobre células de pacientes levou a
um aumento de Granzima B* em TCD8", na condicéo de cultivo C+2J. Para 2M, observamos
aumento do CTLA-4 em TCD4" nos controles negativos, na condicdo C+A+2M. Analisando
as citocinas, foi visto que os antigenos aumentaram a resposta inflamatoria, no grupo de
pacientes. Na avaliacdo ultraestrutural com o tratamento da 2J e 2M, foi observado que as
moléculas foram semelhantes aos controles sem tratamento. Os nossos resultados incentivam
mais estudos com as moléculas no ambito da terapéutica para LTA.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Ftalimidas, Tiaz6is, Imunomodulacéo,

Microscopia eletronica.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a serious public health problem with an
annual record of 1 to 1.5 million cases. Current ATL treatments have had important side
effects and reports of resistance. The study of the immune response to drug treatment may be
the key to a new treatment for ATL, as the host's immune response is decisive for the
progression of the disease. In this context, phthalimides and thiazole derivatives are
immunomodulatory molecules and have biological action against Leishmania infantum. The
study aims to evaluate the immunomodulatory capacity of these heterocyclic compounds of
the Phthalimides, and Thiazoles class on the immune system cells of patients with ATL
exposed to Leishmania braziliensis antigens. Initially, cytotoxicity of 2J and 2M compounds
on peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were tested, as well as the biological activity
of the compounds on L. braziliensis. Afterwards, 12 ATL patients and 08 negative controls
were selected to obtain PBMC, which were stimulated with soluble L. braziliensis antigens
and treated 2J and 2M. PBMC immunophenotyping was performed for TCD4* lymphocytes,
labeled for CD28" and CTLA-4", and TCD8" labeled for CD28*, CTLA-4", Granzyme B* and
IFN-y*. CD14" monocytes were analyzed through the expression of CD80*, CD86" and HLA-
DR* molecules. The PBMC were submitted to processing for Scanning and Transmission
electron microscopy and the culture supernatant was collected to measure the TH1/TH2
profile cytokines. In the results, the 2J and 2M molecules presented inhibitory concentration
rates (ICso) of 50.12uM and 64.88uM, respectively. In the cytotoxicity of molecules in human
PBMC, for 2J CCso of 662.49 uM and 2M 885.28 puM. The selectivity index (SI) was
approximately 13 times more selective for L. braziliensis promastigote than human PBMC. In
phenotypic expression in lymphocytes, treatment with 2M on patient cells led to an increase
in Granzyme B* in TCD8" in the C+2J culture condition. For 2M, we observed an increase in
CTLA-4 in TCD4" in the negative controls, in the C+A+2M condition. Analyzing the
cytokines, it was seen that the antigens increased the inflammatory response in the group of
patients. In the ultrastructural evaluation with 2J and 2M treatment, it was observed that the
molecules were like the untreated controls. Our results encourage further studies with the

molecules in the context of ATL therapy.

Keywords: Leishmania braziliensis; Phthalimides,; Thiazoles; Immunomodulatory;

Microscopy, Electron.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), € um grave problema de saude
publica e apresenta distribuicdo mundial, com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos e é
considerada pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), como uma das seis mais importantes
doencas infecciosas (BRASIL, 2017). Esta enfermidade pode levar a ulceragdes simples de
pele, as quais podem produzir metastases na regido oronasal, causando destruicdo tecidual, em
alguns casos extremamente mutilantes (BRITO et al., 2012).

E descrito na literatura que LTA em humanos induz a produgéo de citocinas do perfil
Thl como IFN-y e TNF-a. Além disso, a ativacdo macroféagica e destruicdo do parasita,
estariam associados a protecdo contra a doenca e 0s mecanismos de morbidade atrelados a
maior producdo de citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-10 e TGF-B (AMEEN, 2010). No
entanto, a resposta imunoldgica favoravel a cura clinica de pacientes com LTA seria um
predominio da resposta Th1l com o contrabalango da Th2, evitando a exacerba¢do da resposta
inflamatdéria e consequentemente os danos teciduais (BRELAZ et al, 2012; SCOOT,
NOVAIS, 2016)

O estudo da resposta imunoldgica frente ao tratamento com farmacos € indispensavel
para a avaliacdo da eficacia de compostos promissores para o tratamento da LTA, visto que a
resposta imunolégica do hospedeiro frente a infeccdo € decisiva para progressao dos sintomas
clinicos da doenca (PASSERO et al., 2010; GATTO et al., 2015).

O tratamento da LTA no Brasil é realizado utilizando os antimoniais pentavalente N-
metil glucamina (Glucantime), droga de primeira escolha (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006). Estes farmacos foram introduzidos ainda na década de 40, sendo utilizado até os dias
atuais, apesar de relatos de efeitos colaterais e a crescente taxa de falha terapéutica. Além
dessas limitacbes, o tratamento atual apresenta longos periodos e sua admistracdo €
principamente por via venosa, favorecendo abandono da quimioterapia antes do seu término
(TIUMAN et al., 2012).

Diante do que foi exposto, a descoberta de novos farmacos com agdo leishmanicida se
faz necessaria. Neste contexto os compostos heterociclicos da classe das Fitalaminas e Tiazois
vem se mostrando como importantes imunomoduladores e demonstrando formulagdes com
grande pespectivas de atividade leishmanicida (ALIANCA et al., 2017). O estudo proposto
tem como objetivo principal avaliar a capacidade imunomoduladora desses compostos
heterociclicos da classe Fitalaminas e Tiazois sobre as células do sistema imune de pacientes

portadores da LTA expostas a antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Avaliar a capacidade imunomodulatéria dos compostos heterociclicos sintéticos da
classe Ftalil-Tiazdis na resposta imunoldgica de portadores da LTA, estimuladas por

antigenos de L. braziliensis in vitro.

1.1.2 Especificos

a) Avaliar a ativacdo dos mondcitos CD14" através da frequéncia das moléculas CD80" e
CD86" em células de pacientes positivos para LTA, expostas ou ndo aos antigenos de L.
braziliensis e aos compostos heterociclicos sintéticos da classe Ftalil-Tiazois;

b) Avaliar a presenca de linfocitos T CD4", T CD8" e a frequéncia das moléculas CD28" e
CTLA-4 em pacientes positivos para LTA, expostas ou ndo aos antigenos de L. braziliensis e
0s compostos heterociclicos sintéticos da classe Ftalil-Tiazois;

c) Caracterizar por microscopia eletronica de transmissdo e varredura a acdo dos compostos
heterociclicos sintéticos da classe Ftalil-Tiazdis em PBMC de pacientes positivos para LTA
estimuladas ou ndo com antigenos L. braziliensis;

d) Dosar as citocinas IFN-y, TNF, 1L-10, IL-6, IL-4, IL-2 no sobrenadante do co-cultivo de
células mononucleares de pacientes positivos para LTA, estimuladas ou ndo com antigenos de

L. braziliensis e os compostos heterociclicos sintéticos da classe Ftalil-Tiazdis;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses: Aspectos Gerais

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias, causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplasta, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania,
transmitidas ao homem através da picada de insetos vetores hematdéfagos, conhecidos como
flebotomineos (MARZOCHI; MARSDEN, 1991). Caracterizam-se por apresentar apenas
duas formas evolutivas durante o seu ciclo bioldgico: as amastigotas, presentes no citoplasma
de macréfagos do hospedeiro vertebrado e as promastigotas que se desenvolvem no intestino
do inseto vetor.

O ciclo biolégico dos parasitos do género Leishmania compreende uma fase no
hospedeiro invertebrado onde os parasitos se multiplicam por divisdo binéria, e outra fase no
hospedeiro vertebrado no qual formas amastigotas vivem e se multiplicam no interior dos
vacuolos dos macrofagos. Os flebotomineos fémeas sdo infectados quando formas
amastigotas sdo ingeridas durante o repasto sanguineo. No trato digestivo do flebotomineo, o
parasito sofre modificacbes e se transforma em promastigota, tornando-se novamente
infectante ao hospedeiro definitivo mamifero (NEVES, 2004) (Figura 1).

A infeccdo por Leishmania spp afeta as células do sistema mononuclear fagocitario
apresentando uma variedade de sindromes, conforme o tropismo da espécie infectante.
Embora a maioria dos protozoéarios sdo introduzidos através da pele, as manifestacdes clinicas
podem ser generalizadas, caracterizando a Leishmaniose Visceral (LV) ou atingir a pele e /ou
mucosas, como na leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). As diferencas clinicas desse
protozoose € fortemente influenciada pelas diferentes espécies infectantes (PERSON et al.,
1996; NEVES, 2004).
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Figura 1 -Ciclo Bioldgico da Leishmania spp
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Fonte: Centers for Disease Control, 2018 (Modificado pela autora).

As Leishmanioses representam uma das endemias parasitarias de maior importancia
em termos de salde publica no mundo, devido a sua grande distribuicdo nas Américas,
sobretudo na América Latina (PACE, 2014). A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) estima
que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco em 98 paises, com uma incidéncia
anual mundial de 0,6-1,0 milhdes de novos casos de leishmaniose cutanea e 50.000-90.000 de
leishmaniose visceral com a ocorréncia de 20.000-30.000 mortes (DA SILVA et al., 2019).

No cenario epidemiol6gico nacional, estas patologias encontram-se como doencas
endémicas, negligenciadas, com surtos epidémicos relatados em diversos municipios,
posicionando o Brasil como o principal responsavel pelos casos registrados na América
Latina com 26.008 casos/ano, numero superior aos registrados na Colémbia (17.420 casos),
Peru (6.405 casos), Bolivia (2.647 casos), Argentina (261 casos), entre outros paises Latinos
(ALVAR et al. 2012).
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2.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA): Aspectos Epidemioldgicos e Clinicos

A LTA é uma neoinfecc¢éo tropical que constitui um problema de saide publica em 88
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro
anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS),
como uma das seis mais importantes doencas infecciosas (BRASIL, 2017).

No Brasil, a LTA € uma das afec¢cdes dermatologicas que merece mais atengédo, devido
a sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no
ser humano, e também pelo envolvimento psicolégico, com reflexos no campo social e
econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca
ocupacional. Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras (CHAVES et al., 2008; BRASIL, 2012).

A distribui¢do da LTA no continente americano vai do Sul dos Estados Unidos até o
Norte da Argentina, excluindo-se o Chile e o Uruguai (Figura 2) (GONTIJO; CARVALHO,
2003) (Figura 2). No Brasil, ha relato de casos da LTA em todos os Estados e acredita-se que
picos de transmissdo ocorram a cada cinco anos (ALVAR et al., 2012). Contudo 0s numeros
de casos estimado provavelmente sdo subestimados, pois a incidéncia esta sujeita a flutuaces
devido a fatores localizados, incluindo eventos de deslocamento populacional e turistas que
viajam para areas endémicas correndo o risco de adquirir leishmaniose (MALAVIYA et al.,
2011; AL-SALEM et al., 2016).

Em Pernambuco, observa-se uma incidéncia em todas as regides do Estado,
predominantemente na Zona da Mata, onde a doenca é considerada endémica e eventualmente
se observam surtos. A taxa de ocorréncia de casos de LTA em todo o estado € de 5,22 por
100.000 habitantes (BRITO et al., 2012). O municipio de Timbauba, localizado na regiao
norte da Zona da Mata de Pernambuco, é considerado uma &rea endémica para LTA
(BRASIL, 2010). Em Timbalba, durante os anos de 2012 a 2014, houve 58 casos de LTA e a
taxa de ocorréncia foi de 54,7 casos por 100.000 habitantes, segundo o Sistema de
Informagdes Brasileiras para Doengas Notificaveis (Sinan) (ARAUJO et al., 2016).



Figura 2- Status de endemicidade da LTA no mundo
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As Leishmanioses podem ser causadas por mais de 20 espécies diferentes de

Leishmania, sendo transmitidas atraves de flebotomineos hemat6fagos do género

Phlebotomus no Velho Mundo e do género Lutzomyia no Novo Mundo (PAVLI et al., 2010).

Uma variedade de manifestacdes cutaneas ocorre devido a infec¢do por espécies diferentes de

Leishmania. A espécie do parasita, assim como suas diferencas genémicas parece ter uma

grande importancia no desfecho clinico, pois influenciam diretamente nas diferentes respostas
imunoldgicas do hospedeiro vertebrado (SCORZA et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1- Formas Clinicas, possiveis agentes etioldgicos e principais manisfestaces

clinicas da LTA

Forma Clinica Agente Etiolégico

ManifestacGes Clinicas

Leishmania Cuténeo Localizada L. (L.) major
(LCL) L. (L.) mexicana
L. (L.) amazonensis
L. (V.) braziliensis
L. (L.) tropica

Unica ou poucas lesdes; ulceras
com bordas elevadas e com
parasimetia moderada na borda
das lesdes.

L. (L.) aethiopica
L. (V.) panamanensis
L. (L.) infantum
L. (L.) donovani
Leishmaniose Mucocutanea L. (V.) braziliensis Lesdes com exacerbacdo da
(LM) L. (V.) panamanensis inflamacdo  envolvendo  a
L. (V.) guyanensis membrana das mucosas; pode
L. (L.) amazonensi levar a deformacgdes; rara

presenca de parasitas nas
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bidpsias das lesdes.

Leishmaniose Cutanea Difusa L. (L.) amazonensis Lesdes multiplas, disseminadas
Anergica (LCDA) L. (L.) mexicana e ndo ulcerativas; grande
L. (V.) pifanoi quantidade de parasitas nas
L. (L.) aethiopica lesBes.
L. (L.) major
Leishmaniose Disseminada L. (V.) braziliensis Numerosas lesdes papulosas /
(LD) L. (V.) panamanensis acneiformes em >2 areas nao
L. (V.) guyanensis continua do corpo; comumente
L. (L.) amazonensis envolvida nas mucosas; poucos

parasitas nas lesdes.

Fonte: Scorza et al., 2017 modificado pela autora.

A principal espécie, mais prevalente em seres humanos, encontrada em todas as zonas
endémicas do pais € Leishmania (Viannia) braziliensis; transmitida por diferentes espécies de
flebotomineos tais como, Lutzomyia whitmani, Lu. intermedia, Lu. wellcomei, entre outras
(BRITO et al. 2012). A infeccéo causada por L. braziliensis pode apresentar diversas formas
clinicas que vai da forma assintomética até cutdneas e mucocutaneas (CARVALHO et al.,
2012).

A forma cutanea localizada (LCL) é a manifestacdo mais corriqueira na LTA, pode ser
causada por diferentes tipos de Leishmania spp (Tabelal), contudo no Brasil a principal
espécie causadora dessa forma da LTA € a L. braziliensis. Os primeiros sintomas da doenca
desenvolvem-se cerca de 2 a 8 semanas apds a picada do flebotomineo (SCHWARTZ et al.,
2006). Apos esse periodo incubacédo, ocorre o0 aparecimento de poucas ulceracdes com bordas
elevadas, variando em tamanho e geralmente em &reas expostas do corpo, como pernas e
bracos (MACEDO et al., 2012).

A Leishmaniose mucocutanea (LM), forma mais agressiva e mutilante, pode ocorrer
como uma complicacdo da LCL causada por espécies de Leishmania pertencentes ao
subgénero Viannia. Em regifes onde a L. braziliensis é endémica, aproximadamente 1 a 10%
dos pacientes com LCL evoluem para esta forma (AMATO et al., 2008). A LM pode ocorrer
simultaneamente ou meses a anos apos a resolugdo das lesdes primarias, sugerindo
persisténcia do parasita no hospedeiro humano neste intervalo (MACHADO et al., 2011).
Nessa forma de leishmaniose tegumentar, o individuo pode apresentar lesdes infiltrativas,
com ulceracbes e destruicdo dos tecidos da cavidade nasal, faringe e laringe (GOTO;
LINDOSO, 2010).

As formas clinicas da doenca que s&o consideradas mais incomuns sdo a Leishmaniose
disseminada (LD) e Leishmaniose Cutaneo Difusa Anergica (LCDA) (BRASIL, 2017). A LD

é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesGes papulares e de aparéncia acneiforme
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que acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco,
podendo chegar a centenas de lesbes. J& as principais caracteristicas clinicas da LCDA
iniciam-se de maneira insidiosa, com lesdo Unica e ma resposta ao tratamento; evolui de
forma lenta com formacdo de placas e multiplas nodulagdes nédo ulceradas recobrindo grandes
extensdes cutaneas (HASHIGUCHI et al., 2016; SCHRIEFER, et al., 2008).

2.3 Aspectos Imunologicos da LTA

2.3.1Resposta Imune Inata

A resposta imunoldgica do hospedeiro frente a infec¢bes por Leishmania spp é
mediada por uma rede celular e molecular (DUTHIE et al., 2012). Acredita-se que a resposta
imune inicial desencadeada na LTA se caracteriza por uma reacdo de hipersensibilidade
tardia, que se inicia com o reconhecimento do patégeno, gerando uma resposta imune inata e
inducdo da producdo de citocinas pré-inflamatorias e moléculas co-estimulatorias
(CARRADA et al, 2007; SCHNORR et al, 2012). Assim, apos a infec¢do por Leishmania, a
acdo coordenada de células de imunidade inata e adaptativa serd determinante para o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora (CASTELLUCCI et al., 2006; OLIVEIRA
etal., 2011).

Diferentes tipos celulares da resposta imune inata interagem com moléculas do
parasito (denominadas “PAMPs” — padrdes moleculares associados a patdgenos) através dos
receptores do tipo Toll (TLRs). As interacGes do patdgeno e esses receptores sao responsaveis
pela ativacdo da transcricdo de genes nas células do sistema inato que produzem citocinas
pré-inflamatorias e moléculas co-estimulatorias (BARTON; MEDZHITOV, 2003; FLANDIN
etal., 2006; VIANA et al., 2017).

Os neutréfilos possuem um papel importante nos momentos mais iniciais da infeccéo e
sdo constantemente recrutados para o sitio de inoculacdo dos parasitos, em que tentam
impedir a sobrevivéncia destes, através de mecanismos oxidantes e dependentes de proteases,
e ao interagir com monacitos, células dendriticas e linfocitos T e B, direcionando as respostas
inflamatdrias envolvidas na defesa do hospedeiro e na reparacdo tecidual (MOURA et al,
2005; THALHOFER et al, 2011). No entanto, a cooperacdo entre macrofagos e neutrofilos
pode contribuir para a susceptibilidade, uma vez que a fagocitose de neutrofilos apoptoticos

gera mediadores antinflamatérios (como TGF-f e PGE2), que inibem a ativagdo macrofagica;
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como visto em modelos de infeccdo por L. amazonensis (AFONSO et al., 2008; FARIA et al.,
2012).

Apesar de amastigotas estarem no interior de neutrofilos apés a infeccéo, é dentro dos
fagocitos mononucleares que a Leishmania encontra um ambiente mais adequado para sua
replicacdo e sobrevivéncia a longo prazo. Macrofagos dérmicos residentes apresentam
amastigotas em seu interior poucas horas apds a infeccéo e, apds 24 horas, os macrofagos
passam a ser a populacdo dominantemente infectada (BOSQUE et al 2000; PETERS et al,
2008).

Os macrdfagos sdo as células mais importantes do sistema inato na infeccdo por
Leishmania, por desempenharem um papel triplo: como células hospedeiras, como células
apresentadoras de antigenos (APC) e como células efetoras. Elas exercem a funcdo de
eliminacdo dos parasitas, através da producdo de éxido nitrico e citocinas inflamatérias como
INF-y, TNF (SRIVASTAVA et al., 2012; MUNIZ et al., 2016). Contudo, em infeccGes por
leishmania as atividades microbicidas dos macréfagos ficam comprometidas, levando a
sobrevivéncia e proliferacdo do parasito (BIRNBAUM; CRAFT, 2011). Além da funcéo
microbicida, os fagocitos sdo o elo entre a imunidade inata e adaptativa, através da
apresentacdo de antigenos para os linfdcitos T. A resposta imunolégica bem estabelecida sera
o determinante se haverd a cura clinica da doenga ou se a patologia ir4 progredir (SOUZA et.
al., 2013).

2.3.1.1Mondbcitos CD14™*

Os monocitos sdo células da imunidade inata, conhecidos como fagdcitos
mononucleares, responsaveis por desempenhar funcbes como desefa contra agentes
infecciosos, ativacdo de linfocitos T e reparo tecidual. Elas infiltram-se no local da infec¢éo e
fagocitam as promastigotas nas primeiras horas apds ou, mais tarde as formas amastigotas,
que séo libertadas das células infectadas. Essa funcdo dos mondcitos é extremamente
importante, pois € um dos mecanismos repsonsaveis pelo controle da parasitemina na LTA
(Figura 3) (GONCALVES et al., 2011).

A heterogenidade de fungdes dos monocitos e sua plasticidade, impulsionou estudos
com o intutido de diferenciar os tipos de mondcitos e culminou na divisdo dos mondécitos em
3 subpopulagdes: Classicos, intermediarios e ndo classicos (ZIEGLER-HEIBROCK et al,
2010). A divisdo baseia-se na intesidade de expressdo de dois receptores de membrana, 0

CD14", que é um coreceptor de TLRA-4 Tool Like receptor 4, receptor similar a Toll 4) e 0
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CD16" que é um receptor lipopolissacarideo (LPS) de baixa afinidade para imunoglobulina G
(FcyRIIT) (NOVAIS et al., 2015; PASSOS et al., 2014). Os mondcitos cléssicos, sdo aqueles
que apresentam uma alta expresséo de CD14 (CD14"9" e auséncia do CD16", o intermediario
sdo 0s que expressam CD14" e CD16" na mesma intensidade e os ndo classicos sdo os que
apresentam uma baixa expressdo de CD14 (CD14'°") e alta expressdo de CD16 (CD16"9")
(ZIEGLER-HEITHBROCK et al., 2010).

Figura 3- Recrutamento e diferenciacdo dos mondcitos
durante a infeccdo por Leishmania spp.

Morte do
parasita

ROS
Y
Migracﬁ\\
para o

CCR2 Linfonodo

Mondcito

Macréfago
infectado

o °|FNY\// : B < :
@ Linfonodo

T,1cell

Fonte: SCOTT; NOVAIS, 2016. Adaptado pela autora.

A distincdo entre os tipos de mondcitos ndo esta relacionada somente ao seu perfil
fenotipico, pois estas células apresentam distincdes quanto a sua capacidade de produzir
citocinas, quimiocinas e apresentacdo de antigenos (ANSARI et al., 2012; BELGE et al.,
2012). Tem sido relatado que pacientes com LTA exibem aumento das frequéncias de
mondcitos CD16" no sangue, em compara¢do com individuos saudaveis, um fendmeno
observado em outras doencas inflamatdrias, como artrite e sepse (SOARES et al., 2006).
Contudo na LTA, os 3 subconjuntos de mondcitos parecem aumentar na mesma proporgao no
estabelecimento da doenca, no entanto o papel de cada um desses tipos celulares durante o
curso da infeccgéo por Leishmania spp ainda permanece desconhecido (PASSOS et al., 2014).

Na LTA, o recrutamento precoce de mondcitos inflamatérios (mondcitos ativados por

INF-y e TNF) € depende da quimiocina CCL2, que é produzido por células dentro do sitio de
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infeccdo. A consequéncia da infeccdo por mondcitos apresenta peculiaridades quando
comparada a dos macrdéfagos. Os mondcitos produzem uma grande quantidade de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) apds infeccdo, levando ao controle da
multiplicacdo de parasitas, enquanto os macrofagos precisam ser ativados pelo IFN-y para
matar os parasitas (BRONTE; MURRAY, 2015; GONCALVES et al., 2011). Contudo, a
producdo inicial de EROs por mondcitos ndo € eficiente em debelar a infecgdo, pois 0s
parasitas presentes nos fagossomos parecem inibir a producdo de EROS. Por outro lado,
qguando ha ativacdo dos macréfagos por IFN-y, a citocina leva ao aumento da atividade
respiratéria dos macréfagos, levando uma melhor eliminagdo parasitaria por este tipo celular
(MATHEOUD et al., 2013; NOVAIS et al., 2015; GONCALVES et al., 2011).

Além do seu papel de controlar a parasitemia, a capacidade dos mondcitos/macrofagos
de atuarem como células apresentadoras de antigeno eficazes € determinada pela expressao de
complexo de histocompatibilidade tipo Il (HLA-DR), peptideo responsavel pelo primeiro
sinal de ativacdo de linfocitos T, e as moléculas co-estimulatérias (CD80" e CD86™)
fornecendo sinais de ativacdo ou supressdo, dependendo do seu ligante, CD28* e CTLA-4,
respectivamente (JAIN et al., 2011; KIN; SANDERS, 2007). As moléculas CD80" e CD86™
sdo expressas na superficie de mondcitos ativados e tem funcdo de auxiliar na indugdo da
resposta imune adaptativa de Linfécitos T e B e sdo reguladas por ligacdo a receptores na
superficie dessas células. Os niveis de CD80* na superficie dos mondcitos sdo regulados
dependendo do estado de ativacdo, e 0 CD86™ é tipicamente expresso em frequéncias mais
altas nos mondcitos (KIN; SANDERS, 2007; VIEIRA et al., 2013). E importante ressaltar que
foi demonstrado que o CD80 preferencialmente recruta o CTLA-4, enquanto o CD86 tem
uma maior predilecdo pelo CD28. Essa diferenca fornece um viés para inibicdo e ativacao
pelas moléculas CD80 e CD86, respectivamente (PENTCHEVA-HOANG et al., 2004).

Utilizando células mononucleares de portadores da LCD, estimuladas com antigenos
de L. mexicana, foi evidenciada uma alta expressdo de CD86 em mondcitos, sugerindo a
inducdo de uma resposta de perfil Th2 e tolerancia aos antigenos de Leishmania, visto que a
0s hiveis de expressdo de CD86 continuaram elevados, mesmo quando ndo havia estimulo por
antigenos de Leishmania (CARRARA et al., 2007). Contudo, quando foi utilizado PBMC de
pacientes portadores de LCL e estimuladas por antigenos sollGveis de L. braziliensis, foi
observado que houve uma diminuicdo das moléculas CD80 e CD86, quando comparado com
0 controle negativo, sugerindo que 0os mondcitos desses pacientes, infectados a L. braziliensis,
demonstram um envolvimento sistémico confirmado pela expressdo diminuida das moléculas
co-estimulatorias. (VIEIRA et al., 2013).
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Em modelos de camundongos C57BL/6 (resistentes a infec¢do) knockout para o
receptor de quimiocina CCR2, foi visto o desenvolvimento da infec¢do por L. major que é
caracterizada por um aumento do recrutamento de neutrofilos e o desenvolvimento de uma
resposta do tipo TH2, o perfil susceptivel a infeccdo (SATO et al., 2000). Por outro lado, em
modelos murinos deficientes de neutréfilos a resisténcia a infeccdo parece aumentar ao
mesmo passo que hd um aumento no recrutamento de monacitos inflamatorios para o local da
infeccdo, sugerindo o papel protetor dos mondcitos na imunopatologia da LTA (SCOOT;
NOVAIS, 2016; HURREL et al., 2015).

Em humanos, o papel dos mondcitos/macrofagos ainda apresenta dualidade, pois eles
parecem estar relacionados com a patologia ou envolvidos na protecdo, dependendo de
aspectos vetorias e epidemioldgicos. Estudos realizados em uma area endémica de
transmissdo de L. (V.) panamensis, mostraram que os macrofagos de pacientes com LCL
cronica (lesdes com mais de 6 meses de duracdo) e com leishmaniose recorrente foram mais
permissivos a entrada do parasito que os individuos com infeccdo sub-clinica, sugerindo que
esta protecdo estava associada a uma maior capacidade dos macrofagos desses individuos em
controlar a infeccdo (ROBLEDO et al., 2012; BOSQUE et al., 2000). Assim, os macrofagos
podem participar tanto da protecdo do hospedeiro, quanto da doenca na infeccdo por
Leishmania, pois macrdéfagos de individuos com infeccdo subclinica (SC) tém uma maior
capacidade de matar a Leishmania quando comparado com macréfagos de pacientes com
LCL e LM (GIUDICE et al.,2012).

2.3.2 Resposta Imune Adaptativa

Estudos utilizando camundongos, principalmente infectados com Leishmania major,
mostraram que a resposta imune mediada por células T também desempenham um papel
fundamental na evolugdo sintomatica da LTA (CHOI; KROPF, 2009; KEDZIERSKI, 2010;
PISCOPO; MALLIA, 2006; SCOOT; NOVAIS, 2016). As infecgdes experimentais por L.
major em diferentes linhagens de camundongos tem sido usada para identificar os fatores que
promovem o desenvolvimento diferencial de células Thl e Th2 (SCOOT; NOVAIS, 2016) e
foi visto que em camundongos resistentes a infeccdo (como C57BL/6, CBA, C3H) o perfil
Thl estaria predominante, enquanto em camundongos susceptiveis (BALB/c) houve um
predominio de resposta do tipo Th2 (REIS et al., 2006).

No modelo humano, as infec¢Ges por Leishmania podem levar a uma resposta

imunologica especifica por parte do hospedeiro, caracterizada pelo aumento de células T
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CD4" e T CD8" e produgdo de citocinas Thl ou Th2 (REIS et al., 2006; BRELAZ-DE-
CASTRO et al., 2012). Evidéncias comprovam que a participacdo da resposta imune mediada
por células T estd intimamente relacionada ao aparecimento das les6es da LTA (BACELLAR
et al.,2002). Pacientes com LCL e LM que produzem altos niveis de IFN-y, TNF ¢ baixos
titulos de IL-10, levam ao aparecimento de lesdes cutdneas e mucosas, pois as citocinas
inflamatorias além de ndo serem eficientes em controlar a infeccdo por a L. braziliensis,
levam também a exacerbacdo da resposta inflamatoria. Este acontecimento pode ser
justificado pela ineficiéncia da resposta Th2, principalmente por parte da IL-10, em que ndo
foi capaz de evitar o aumento da inflamagéo, levando ao dano tecidual nos pacientes com
LTA (GOOLOB et al., 2008; LIMA et al., 2011).

Apesar de ser descrito na literatura que o perfil Thl esta relacionado com a resisténcia
da infeccdo, ha evidéncias relacionado a patogénese da LTA, devido a exacerbacdo da
resposta inflamatéria, como foi descrito anteriormente. A auséncia de uma imunorregulacéo
negativa das citocinas inflamatorias, por parte da citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e
TGF-B € primordial para evitar os sintomas clinicos mais graves presentes na forma
mucocutanea (FARIA et al., 2009; DE CARVALHO et al., 2007). Ja foi demonstrado que é
necessaria a existéncia de um contrabalango com citocinas do perfil Thl com Th2 e ndo uma
polarizacdo para um tipo de resposta, pois esses mecanismos de imunorregulacdo sao
importantes para manter a integridade tecidual do hospedeiro por evitar a exacerbacdo da
resposta inflamatéria (BARATTA-MASINI et al., 2007; SCOOT; NOVAIS, 2016).

Vérias outras células do sistema imune podem contribuir para a imunopatogénese da
LTA. Por exemplo, as células NK respondem logo ap6s a infecgdo por L. major e promovem
aumento da resisténcia, aparentemente devido a producdo de IFN-y (NOVAIS et al., 2009).
Na investigacdo do papel das células B e anticorpos na leishmaniose, demostram que 0s
anticorpos ndo desempenham papel fundamental na protecdo contra a Leishmania spp.
(BUXBAUM; SCOTT, 2005; KIMA et al., 2001). Por outro lado, as células Thl s&o
essenciais para a resisténcia a Leishmania, as células T CD8" também fornecem um nivel de
controle através da producdo de IFN-y. Assim, o estudo desses tipos celulares se faz
necessario para um maior conhecimento das diferentes formas e sintomas que a LTA
apresenta (NOVAIS; SCOTT, 2015).



25

2.3.2.1 Linfocitos T auxiliares (T CD4)

Os linfocitos T CD4" sdo essenciais na imunopatogénese da LTA, e logo apds a
infeccdo estas células sdo recrutadas para o local da infeccdo, levando ao aumento da
producdo da citocina IFN-y. Esta citocina atua em sinergia com TNF ativando a enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) de macréfagos a produzir 6xido nitrico, resultando na morte
intracelular do parasito e controle da doenca (BOGDAN et al. 2000; NYLEEN; GAUTAM,
2010).

Na LTA humana, a diferenciacédo de células T CD4" para o tipo Th1 é mediada por IL-
12, produzida por células apresentadoras de antigenos no curso da infeccdo (ALEXANDER;
BROMBACKER, 2012). O padrdo de resposta imune Thl com producao de IFNy, TNF ¢ IL-
12, tem sido associado com o controle da infeccdo por ativagdo macroféagica e, portanto,
eficiente destruigdo parasitaria (ROBERTS, 2006; AMEEN, 2010). Por outro lado, citocinas
do perfil Th2 (IL-4, IL-10 e TGF-B) diferenciadas pela producdo de IL-4 principamente por
mastocitos, favorecem a multiplicacdo parasitaria através da inibicdo da producéo de IFN-y ¢
blogqueio da ativacdo de macrofagos, reduzindo os niveis de 6xido nitrico (GOMES-SILVA et
al. 2007, OLIVEIRA et al. 2014).

As citocinas do perfil Th2 também sdo capazes de inibir a diferenciacdo dos linfécitos
T para um perfil Thl e consequentemente a inibicdo da producdo de IFN-y e TNF,
desfavorecendo assim a acdo protetora do perfil inflamatério (BARATTA-MASINI et al.
2007). Estudos de imagem intravital demonstraram que as células T ndo estdo uniformemente
distribuidas nas lesdes de Leishmania e que as células T CD4 * ndo interagem com todas as
células infectadas (MOU et al., 2014). Contudo, o IFNy produzido por estes tipos celulares
possui um efeito de longo alcance, permitindo a producdo de NO por células infectadas que
estdo mais afastadas (MULLER et al., 2012).

As diferentes espécies de Leishmania spp. nos seus diferentes hospedeiros, podem
comportar-se de forma distinta, atenuando a resposta imunitaria ou exacerbando-a (BRELAZ
et al.,, 2012; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE, et al., 2017). A gravidade da leséo da
LTA, em modelo murino, é parcialmente dependente do desenvolvimento de uma resposta do
tipo T CD4 * do perfil Th2, mediada pela citocina IL-4, que favorece a multiplicacdo
parasitaria, no entanto quando a citocina € bloqueada com tratamento com um anticorpo
especifico, as lesGes desaparecem.

Em humanos a IL-4 parece ndo ter uma influéncia efetiva na gravidade da doenca, ja

que pacientes com leishmaniose cuténea difusa grave, apresentam baixos niveis de IL-4
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séricos, sugerindo que as respostas do tipo Th2 por essa citocina pode ser menos importante
para a progressdo da doenga em humanos (SCOOT; NOVAIS, 2016). A leishmaniose cutanea
difusa causada por L. amazonensis e L. mexicana, apresenta uma anergia da resposta imune
podendo ser devido a uma maior producdo de IL-10, levando a ativacdo inadequada de
fagécitos e producdo de IL-12, primordial para ativacdo da resposta fagocitica e
consequentemente a morte dos parasitas (PETRITUS et al., 2012; SOONG et al., 2008).

2.3.2.2 Linfécitos T CDS8 citotoxicos e inflamatérios

O papel efetor das células TCD8" no modelo das LTA, € um assunto que ainda
apresenta varias lacunas. De acordo com a literatura, esse tipo celular parece ter um papel
dubio, pois a sua funcédo ira depender se os linfocitos TCD8 sdo citotoxicos produtores de
granzimas e perforinas, associados com a progressdo e aumento das lesdes, ou sdo
inflamatorios, produtores de IFN-y, associado a protecdo a doenca (SANTOS et al., 2013;
CARDOSO et al., 2015).

Apb6s a infeccdo com Leishmania spp, as células T CD8* se ligam ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade humano classe | (MHC-1), presente na maioria das células
humanas, entre elas os fagogitos infectados, e se diferenciam em uma populacao de células T
CD8* de memdria (NOVAIS; SCOOT, 2015). Contudo a ativavacdo dessas células nas
Leishmanioses ainda ndo é totalmente esclarecido. Os linfécitos T CD8* convencionalmente
sdo ativadas pela sua ligacdo a peptidios ligados a molécula MHC de classe I, o qual sédo
ligadas a molécula pela atuacdo da enzima TAP (tapasina), presente no citoplasma das APCs .
No entanto, como a Leishmania ndo estd presente no citoplasma, outros mecanismos devem
estar envolvidos no carregamento do MHC | dos peptideos de Leishmania. Uma possibilidade
é que os fagossomos sejam autossuficientes para apresentar antigenos exogenos, o que foi
demonstrado em outros modelos (HOUDE et al., 2003).

Em modelo murino, deficiente de células T CD8*, infectados com doses fisioldgicas
de L. major, foi visto que os animais desenvolveram o perfil Th2 e progressdo da doenca
(UZONNA et al., 2004). Contudo, quando os animais receberam os linfécitos T CD8*
produtores de IFN-y resultou no desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1l e resisténcia a
infeccdo. Assim, apds a infeccdo experimental foi possivel inferir que a producdo de IFN-y
por células T CD8" bloqueia o desenvolvimento de células Th2, promovendo assim o
desenvolvimento da resposta Thl protetora (NOVAIS; SCOOT, 2015).
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Apos a infeccdo por Leishmania em um sistema in vitro de células mononucleares de
sangue periféerico humano (PBMC), células T CD8 séo estimuladas mais cedo em comparacgao
com células T CD4 e produzem grandes quantidades de IFN-y, possivelmente dirigindo a
diferenciacdo de linfocitos Thl (POMPEU et al., 2001). Da Cruz e colaboradores (2005),
observaram a presenca de células T CD8 reativas a Leishmania em lesbes mais antigas,
sugerindo que elas também tém um papel importante no processo de cicatrizagdo das lesdes.

Na LTA, os linfécitos T CD4 sdo conhecidos por serem a principal fonte de IFN-y na
fase inicial da doenca causada por L. braziliensis (BOTTREL et al., 2001). Contudo, o papel
dos linfécitos TCD8 como produtores de IFN- y ja vem sendo explorado. Estudo avaliando o
papel dos linfécitos TCD8 na LTA demostrou que pacientes com LTA subclinica
apresentaram uma maior producdo de IFN- y por parte dos linfocitos TCD8, ao invés da alta
producdo através dos linfécitos TCD4, quando comparados as pacientes com LCL. Assim, 0s
linfocitos T CD8 foram os principais produtores de IFN- vy, por sua vez sugerindo a
participagdo dessas celulas no controle de L. braziliensis em individuos com Leishmaniose
subclinica (CARDOSO et al., 2015).

Diferentemente do perfil protetor dos linfécitos TCD8, o seu papel citotdxico ja vem
sendo explorado e a literatura desmonstra que este perfil tem associacdo com a gravidade da
LTA (BRODSKYN et al., 1997; FARIA et al., 2009). Em pacientes infectados por a L.
braziliensis, a medida que a doenga progride desde lesGes precoces (ndo ulceradas) até lesdes
tardias (ulceradas), a relacdo entre células T CD4 e CD8 muda, e mais células T CD8 sédo
encontradas em pacientes com leses ulceradas. Em contraste com as células T CD4 que
expressam IFNy, as células T CD8 nas lesdes tém um perfil citotdxico marcado pela
expressdo granzima B, proteina que induz a morte celular por apoptose (NOVAIS et al., 2014;
CROSBY etal., 2014; CARDOSO et al., 2015).

Algumas das lesdes mais graves na LTA sdo encontradas em pacientes infectados por
a L. braziliensis, e é cada vez mais claro um papel patogénico das células T CD8 nesses
individuos. Estudos em biopisas das les6es da LTA humana, observaram que ha um aumento
da frequéncia de Linfocitos T CD8 quando comparados com os Linfocitos T auxiliares nos
pacientes com as lesbes ulceradas (FARIA et al., 2009). As células T CD4 obtidas de lesbes
de pacientes infectados por a L. braziliensis, apesar de estarem em menor quantidade nos
pacientes mais graves, elas expressam 0 RNA menssageiro do IFN-y, diferentemente do que
ocorre com as células T CD8 (CARDOSO et al., 2015). A baixa produgdo de IFN-y pelas

células T CD8 também foi observada em camundongos infectados com L. major, e tanto no
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modelo animal como no modelo humano a presenca do IFN-y é crucial para o desfecho

benéfico na infecgdo por Leishmania spp. (CROSBY et al., 2014)

2.4 Diagnostico e Tratamento

O diagnostico da LTA é realizado através de um conjunto de pardmetros
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais (GOTO; LINDOSO, 2010; VEGA-LOPEZ, 2003).
No diagnostico clinico sdo observadas as caracteristicas da lesdo associadas a anamnese do
paciente, onde os dados epidemioldgicos sdo de grande importancia para caracterizacéo
clinica da doenca (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O diagnostico laboratorial baseia-se
principalmente na pesquisa direta de parasitos (exame histopatologico, e/ou “imprint” para
identificar amastigotas). E/ou da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do
DNA parasitario (GONCALVES et al., 2012). Também s&o realizados testes soroldgicos, que
permitem a detec¢cdo de anticorpos circulantes especificos contra antigenos do parasita. Os
testes soroldgicos incluem a reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) e Western Blot, em geral, apresentando resultados
satisfatorios. Além dos testes citados, ainda se utiliza a Intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM) na avaliacdo da imunidade mediada por células, contudo apresenta reacdo cruzada
com outras doencas como doenca de Chagas, esporiotricose e hanseniase, além de apresentar
baixa sensibilidade em areas endémicas (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2017).

A base terapéutica utilizada nas leishmanioses € através do uso dos antimoniais
pentavalentes, como o0 estibogluconato de sodio (Pentostan), utilizado primeiramente em
paises de lingua inglesa e o antimoniato de meglumina (Glucantime), em paises de lingua
ndo- inglesa. Estes medicamentos ja sdo preconizados como terapia para LTA ha mais de 60
anos, apesar dos efeitos colaterais como: mialgia, cefaléia, nauses, aumento de diversos
marcadores bioquimicos (ALT, AST, amilase) e cardiocitotoxicidade (MELO et al., 2006;
AMATO et al., 2008; MACHADO et al., 2010). A dose recomendada para o tratamento da
LTA é de 20 mg de antimonial pentavalente por kg / dia por 20 a 28 dias, e pode ser
administrado por via endovenosa ou intramuscular (LOPES et al., 2013, MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Apesar de ser a principal estratégia terapéutica para o tratamento da LTA no Brasil,
falha teraupeutica vem apresentando aumento no pais. Considerando que, no inicio dos anos
80, apenas 10% dos individuos com LTA apresentaram falha terapéutica, pacientes que nédo

obtiveram cura clinica na segunda tratamento com 0s antimoniais, apresentou um aumentou
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que varia de 44 a 53% (BRITO et al., 2014). De acordo com a estratégia terapéutica com o
uso dos antimoniais, a repeticdo da dose com este medicamento geralmente leva a cura dos
pacientes com LTA refrataria inicial. Em contraste, foi observado que mais de 60% dos casos
de LTA falhou nos dois ratamento com os antimoniais pentavalentes (GUIMARAES et al.,
2016).

O tratamento de segunda escolha, quando ha falha terapeutica dos antimoniais, é a
Anfotericina B lipossomal. Seu mecanismo de acdo é atribuido a ligacdo do ergosterol,
levando a permeabilidade da membrana e a modificacdo do equilibrio osmotico do parasita
(LOPES et al., 2013). Anfotericina B lipossomal é administrada por via intravenosa na dose
de 1-1,5 mg / kg / dia por 21 dias ou 3 mg / kg / dia por 10 dias (RASSI et al., 2008; LOPES
et al., 2013). Atualmente as quimioterapias voltadas para o tratamento da LTA, favorecem o
abandono dos pacientes, pois todoas as terapias sdo administradas pela via
endovenosa/intramuscular e apresentam longo periodo de tratamento, e consequentemente
levando a resisténcia do paciente a terapia (RATH et al, 2003; CARDONA-ARIAS et al
2015).

A descoberta de novos agentes com propriedades leishmanicidas que sejam menos
toxicos e que produzam menos efeitos colaterais se faz necessaria devido a falha terapéutica e
os importantes efeitos colaterais que os atuais medicamentos apresentam. Nesse cenario 0s
compostos heterociclicos, ja utilizados em inimeros medicamentos, apresenta uma

importancia incontestavel nesta busca (MELO et al., 2006)

2.4 Compostos Heterociclicos: Novas Alternativas Terapéuticas para Leishmanioses

Os compostos heterociclicos fazem parte da promissora quimica sintética medicinal e
de acordo com os achados da literatura demonstram que sdo drogas que apresentam uma
grande atividade biolégica, sobretudo nos protozoéarios (CHAN-BACA; HERNANDEZ-
NUNEZ; NAVARRETE-VAZQUEZ, 2009). Existem vérias subclasses destes compostos,
uma delas sdo os derivados das Ftalimidas e dos tiazéis (Ftalil-Tiazdéis), que sdo compostos
conhecidos por apresentar atividade imunomoduladora e antiparasitaria (TEO et al., 2005;
LAFRANC et al., 2013; ALIANCA et al., 2017).

A Ftalimidas constitui uma importante classe de compostos heteroaromaticos, com
uma estrutura promissora para uso na sintese de novos farmacos (DESHAYES et al., 1999)
(Figura 4). As Ftalimidas receberam atengdo devido aos seus antagonistas do receptor
androgénico (SHARMA et al., 2012), anticonvulsivante (KATHURIA; PATHAK, 2012),
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antimicrobiano (KHIDRE et al., 2011), hipoglicémico (MBARKI; ELHALLAOUI, 2012),
antiinflamatério (LIMA et al., 2002), antitumoral (NOGUCHI et al., 2005), ansiolitico
(YOSUVA; SABASTIYAN, 2012) e atividades anti-HIV-1 (SHARMA et al., 2010). Assim,
existe um crescente interesse nos seus derivados, pois eles apresentam uma ampla atividade
biologica (OKUNROBO et al., 2006).

Figura 4- Figura esquematica da estrutura das Ftalimidas
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Adaptado de Gomes et al., 2016

Os Tiazbis sdo um grupo de moléculas que se caracterizam quimicamente pela
presenca de um anel heterociclico de 5 membros, tendo 3 carbonos, 1 atomo de enxofre na
posicdo 1 do anel e um aomo de nitrogénio na posicdo 3 (Fig. 5) (DE MORAIS GOMES et
al.,, 2016). Com o aprimoramento da quimica voltada para os estudos biologicos,
modificacbes podem ser feitas nas estruturas das moléculas a fim de que sejam mais eficazes,
menos toxicas e mais seletivas aos alvos bioldgicos. A literatura ja relata que os tiazois
apresenta inimeras atividades bioldgicas, tais como: antidibética (TSUYOSHI et al., 2002),
antinflamatéria (BARROS et al.,, 2010), anti-oxicidante (SWATHI et al. 2012), anti-
tubercular (PATTAN et al., 2008), antimicrobiana (OYA et al., 2007), e atividade citotoxica
(SHANKAR et al., 2012).
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Figura 5- Figura esquemaética da estrutura dos Tiazdis
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Adaptado de Gomes et al., 2016

A utilizacdo dos compostos heterociclicos sintéticos das classes Ftalamina e Tiazol,
vem demonstrando que sdo compostos que apresentam extensas atividades bioldgicas,
incluindo antitumoral, antifungica, antimalarica, antihelmintica e antiprotozoaria (GOMES et
al., 2016; ESPINDOLA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2014; TURAN-ZITOUNI et al.,
2016). Contudo, ainda séo insispientes estudos utilizando estas classes contra aos agentes
etioldgicos das Leishmanioses. Um estudo recente avaliou a acdo de compostos heterociclicos
da classe Ftalil-Tiazol sobre as formas promastigotas e amastigotas de L. infatum e foi
observado que 0s compostos dessa classe apresentam atividade leishamanicida em ambas as
formas evolutivas do parasita e atrelado ao um baixo efeito citotoxico sobre células de
mamiferos (ALIANCA, et al., 2017). Assim, de acordo com o0s achados atuais, 0s derivados
das Ftalil-Tiaz6is mostram-se como compostos promissores na busca de novas terapias para
LTA.
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3. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses representam uma das endemias parasitarias de maior importancia em
termos de saude publica no mundo, devido a sua grande distribuicdo nas Ameéricas, sobretudo
na América Latina (ALVAR et al., 2012). A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
representa um risco a populacdo mundial, onde cerca de 350 milhdes de individuos estariam
expostos ao parasita. A LTA apresenta uma incidéncia de 1,5 milhdes de novos casos por ano
no mundo (BRASIL, 2017). Apesar de ser uma doenga que representa um risco a saude
mundial, h& poucos investimentos em novas terapias para as leishmanioses e os tratamentos
atuais apresentam efeitos colaterais e crescentes relatos de falha terapéutica.

Neste cenario de novas terapias para LTA, temos como canditados promissores 0s
compostos heterociclios sintéticos da classe das Ftalimidas e Tiazdis, compostos de sintese
rapida, simples e baixo custo de producdo e apresenta atividade leishmanicida.

De acordo com a literatura, a resposta imunologia do hospedeiro humano frente a
infeccdo por Leishmania spp é essencial para definir a sintomatologia clinica do paciente.
Com isso € imprecindivel que haja uma investigacdo na capacidade imunomoduladora de
novos compostos para o tratamento da LTA.

Assim, o presente estudo tem como objetivo investigar o potencial Leishmanicida e a
capacidade imunomodulatéria dos compostos Heterociclicos sintéticos da classe Ftalil-
Tiazois, sobre as células do sistema imune dos individuos portadores da LTA, visando o

desenvolvimento de novas formulacdes de terapias para LTA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo in vitro das formas promastigostas de Leishmania braziliensis

As formas promastigotas de L. braziliensis da cepa LBT 2903, foram cultivadas em
meio Schneider com pH de 7,4, contendo 10% de soro bovino fetal (SBF 10U/ml de
penicilina e 10ug/ml estreptomicina (Meio Scheneider completo), mantidas a 26°C, através de

repiques semanais.

4.2 Obtencdo de antigenos sollveis totais de L. braziliensis

As formas promastigotas foram mantidas conforme descrito no item 4.1 e aliquotas
contendo 10° células/mL submetidas a trés lavagens com salina tamponada (PBS — pH 7,2).
Para a obtencdo do antigeno sollvel total, foi utilizado o protocolo descrito por Chamak-
Ayari et al. (2014) adaptado. O método consiste basicamente em descongelar as aliquotas e
ressuspendé-las em 1 mL de tampéo de lise contendo inibidor de protease metil-fenil- fluoreto
(Cytiva. USA). A suspensao celular foi submetida a 10 ciclos rapidos de congelamento e
descongelamento, seguidos de 3 pulsos de ultrassom 40W/30 segundos. As fracOes
antigénicas sollvel (AgST) e insoltuvel (AglT) foram separadas por centrifugagdo a 10.000 x
g por 20 minutos. O sobrenadante correspondente ao AgST de L. braziliensis, foi submetido a
dosagem protéica utilizando o Kit comercial 2G Quant kit (Cytiva, USA), segundo as
instrucBes do fabricante. Para a verificagdo da integridade dos antigenos foi realizado uma
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-gAGE) segundo Laemmli (1970) nas

concentracdes de 20ug/ml e 40pg/ml, que foram corados com Comassie blue.

4.3 Tratamento com os compostos Heterociclicos

Para a realizagdo dos testes, foram utilizados 2 compostos sintéticos da classe Ftalil-
Tiazois: (2J) 2- (4- (naftalen-2-il) tiazol-2-ilamino) isoindolino-1,3-diona e (2M) 2- (4- (2,4-
diclorofenil) tiazol-2-ilamino) isoindolino-1,3-diona, cedidos pelo laboratorio de
Planejamento em Quimica Medicinal da UFPE, coordenado pela Dra Ana Cristina Leite.
Esses compostos obtiverem o melhor desempenho nos testes de citotoxicidade em células
Vero e macrofagos J77A e de acdo leishmanicida em Leishmania infantum em trabalhos

desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa (Alianca, et al. 2017).
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4.4 Atividade Bioldgica in vitro das promastigotas de L. braziliensis tratadas com os
compostos 2J e 2M

Para a determinacdo da atividade biologica, formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis foram coletadas, contadas e diluidas em meio Schneider suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino a uma concentragdo de 1x10° células/mL. Apds a diluicdo, as células
foram incubadas em uma diluicéo seriada de de 1:2, com concentracao inicial de 100 pg/mL a
concentracdo final de 6.25 pg/mL , dos compostos 2M e 2J, por 72 horas. Células incubadas
apenas com o0 meio de Schneider foram utilizadas como controle. O crescimento da cultura foi
acompanhado através de contagens diarias em camara de Neubauer. O crescimento das
promastigotas tratadas, comparado ao crescimento do controle e ao final do tempo de
incubacdo, foi calculado a porcentagem de inibi¢do do crescimento. A partir destes valores de
inibicdo, para cada uma das concentragdes testadas, foi realizada a determinagdo da ICso
(concentracédo que inibe 50% do crescimento dos parasitos) por analise de regressao linear dos
dados obtidos, utilizando o software SPSS 8.0 para Windows. Cada experimento foi realizado

em duplicata bioldgica.

4.5 Selecédo dos Pacientes

Foram selecionados doze individuos portadores da LTA com lesdo ativa sem
tratamento, do municipio de Timbalba-PE, consultados em postos de salude do municipio e
acompanhados pela equipe de profissionais da satde da familia. Eles apresentaram uma média
de idade de 33 anos (variagdo 18-67anos), sendo 16,66% do sexo feminino e 83,3% do sexo
masculino. Estes pacientes obedeceram aos seguintes critérios de inclusdo: Pacientes de
ambos 0s géneros, autdctones, com lesdes cutaneas e/ou mucosas ativas e nao ter recebido
tratamento etiol6gico com os antimoniais pentavalentes. Individuos gestantes e portadores de
doengas agudas ou cronicas tais como cardiopatias, diabetes mellitus descompensada e
insuficiéncia renal foram excluidos do estudo.

Foram selecionados 08 individuos controles negativos de area ndo endémica, com
média de idade de 42 anos (variacdo 26-60 anos), sendo 62,5% do sexo feminino e 37,5 do
sexo masculino. Eles obedeceram aos seguintes critérios de selecdo: N&o possuir sorologia
reagente para LTA, nunca ter recebido transfusdo de sangue, ndo ser cardiopatias, diabéticos,

ndo apresentar insuficiéncia renal e ndo estar gestante.
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4.6 Coleta de sangue

Vinte e cinco mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sodica
(Vacuette) para obtencdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
utilizacdo nos ensaios de cultura celular. Além disso, cinco mililitros de sangue foram
coletados em tubo seco (Vacuette) para obtencdo de soro. Apds retracdo do coégulo, os tubos
foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos a temperatura ambiente) e realizada aliquotas de
soro devidamente identificadas e armazenadas a temperatura de -20 °C, para a confirmagéo

soroldgica descrita no item 5.4.

4.7 Confirmacéo soroldgica para LTA dos pacientes selecionados

O diagnostico da LTA foi realizado a por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). Os soros foram processados pelo Laboratorio de Leishmanioses do Instituto Aggeu
Magalhdes-IAM-FIOCRUZ.

4.8 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC)

Apb6s a coleta do sangue, o isolamento das PBMC foi realizado através de
centrifugacdo da amostra de sangue em gradiente de densidade. Para este procedimento, o
sangue foi colocado em tubos Falcon de 50 mL, seguindo a adicdo da solucdo de PBS
(Phosphate-Buffered Saline, pH 7.2), na mesma quantidade obtida de sangue. Esta solucao
(sangue/meio) foi adicionada a tubos Falcon de 50 mL contendo Ficoll-Paque PLUS™
(Amersham Biosciences) numa propor¢cdo de 1:1 de Ficoll e sangue/PBS. Os tubos sao
inclinados a 45°, para criar uma separacao entre o Ficoll-Paque e o sangue/PBS adicionado.
Os tubos foram centrifugados por 30 minutos (900 x g a 20°C) e o anel de PBMC que se
formou na interface entre o Ficoll e o plasma sera removido utilizando-se pipetas transfer e
colocados em tubos Falcon de 15 mL. As células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo
durante 15 minutos (400 x g a 20°C) em meio RPMI 1640 incompleto. Finalizadas as
lavagens, as células foram ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI 1640 completo e contadas
em camara de Neubauer, em uma dilui¢do (1:10) com azul de Trypan (SIGMA) e ajustadas

para a concentracio de 1x 10° células/ml.
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4.9 Citotoxicidade das moléculas 2J, 2M e Anfotericina B em células mononucleares

humanas

Foram coletados de trés individuos saudaveis para a obtencdo do PBMC. As ceélulas
foram adicionadas em placas de 96 pogos, em uma concentragdo de 2x 10%well e incubadas
por 2 horas em estufa de CO2.(5% de CO: e temperatura de 37°C) Apo0s este periodo as
células foram tratadas com os compostos heterociclicos sintéticos da classe Ftalil Tiazois (2M
e 2J) e a Anfotericina B, em uma diluicdo seriada em que a variacdo das concentracdes para
0S compostos 2J e 2M foi de 250 pug/ml -15,5 pg/ml, para a Anfotericina B de 100ug/ml-
6,25ug/ml e o controle somente com células e incubadas por 24h. Ao final do periodo de
incubacdo, foi adicionado em cada poco o reagente MTT ([3(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio brometo] -azul de tetrazdlio) (Sigma-Aldrich), a uma concentracdo de
5mg/ml , diluido em 1:10 com meio RPMI sem vermelho de fenol (pH 7,2), ficando incubado
por mais 3h. Apds, o reagente foi retirado e adicionado DMSO, para assim realizar a leitura
da viabilidade este tempo celular no espectrofotdmetro (Thermo Scientific), a uma

absorbancia de 540 nm.

4.10 Cultura in vitro de PBMC, antigenos soluveis de L. braziliensis e tratamento com as
moléculas 2J e 2M

As culturas de PBMC foram cultivadas em tubos de polietileno (14 ml) (Corning)
contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, desafiados com 0s compostos 2J e
2M, estimulacdo com o antigeno de L.(V.) braziliensis (10ug/ml) e com a Fitohemaglutinina
A (PHA, 2,5 pg/ml), nas seguintes condi¢des: Células + antigenos + 2J (C+A+2J); Células +
2) (C+2)); Celulas + antigenos (C+A); Células (C),Células+ antigenos + 2M (C+A+2M);
Células + 2M (C+2M).

Para a escolha do melhor tempo de cultivo, foi necessario a execucdo de uma cinética
de tempo, em que as culturas foram incubadas (37° C com 5% COy) por 24h, 72h e 5 dias,
como descritas no item 4.10.1. Ap6s o término do tempo de incubacdo, 100pL do
sobrenadante das culturas foram coletados e estocados a -80 °C, para dosagem de citocinas
por CBA (Cytometric beads Array) e as células foram utilizadas na Imunofenotipagem celular

de mondcitos e linfocitos e para a microscopia eletrdnica de transmissao e varredura.
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4.10.1 Cinética de tempo de cultivo versus resposta Imunoldgica

Foram selecionados para a cinética um total de 5 pacientes com LTA com leséo ativa,
de acordo com os critérios de inclusdo descritos no item 4.5 e a coleta e confirmacgédo da
sorologia de acordo com os itens 4.6 e 4.7, respectivamente.

Foram obtidos o PBMC de todos os individuos selecionados como descrito no item 4.8
e realizado o co-cultivo das células mononucleares de acordo com o item 5.10. Para a anélise
das citocinas de perfil Th1/Th2 no PBMC desafiados com os compostos 2J e 2M (1 e 2x a
ICs0) e com o antigeno de L.(V.) braziliensis (10pug/ml), nas seguintes condigdes: Células +
antigenos + 2J 1x ICso (C+ANT+2J1x); Células + antigenos + 2J 2x ICso (C+ANT+2J2X);
Células + 2J 1x ICso (C+2J1X); Células + antigenos (C+ANT); Celulas (C) e Celulas+
antigenos + 2M 1x ICsp (C+ANT+2M1x); Células+ antigenos + 2M 2x ICsg
(C+ANT+2M2X); Células + 2M 1x ICso (C+2M1X); Células + antigenos (C+ANT); Células
©).

Sendo avaliado trés tempos de incubacdo (24h, 72h e 5 dias), ao final de cada tempo
foram coletados 500 pl do sobrenadante e estocados a -20 °C, até 0 momento da dosagem das

citocinas de perfil Th1/Th2 por citometria de Fluxo.

4.11 Imunofenotipagem de Mondcitos e Linfocitos

Quatro horas antes do término do cultivo de foram adicionados em cada cavidade da
placa de cultura 10 pL de Brefeldina A (Sigma™) (10 ug/mL). Sua utilizagdo promove a
retengdo da citocina no interior celular, uma vez que interfere no transito de secrecdo de
proteinas, mantendo-as no interior do Complexo de Golgi (HUDSON; GRILLO, 1991). Ao
final do tempo de 24 h do co-cultivo, as células foram retiradas dos tubos de cultura, e
colocadas em tubos de poliestireno de 15ml e adicionados 6ml PBS-Wash (PBS contendo
albumina sérica bovina a 0,5% e azida sodica a 1%) em cada tubo sendo centrifugados a 400
X g por 5 min a TA. Com auxilio de uma bomba a vacuo, os sobrenadantes foram retirados e
descartados, até o volume final de 1 ml, e depositados em tubos de poliestireno (5ml)
devidamente identificados, contendo os anticorpos monoclonais de superficie: anti-: CD4,
CD8, CD14, CD28, CD80, CD86, CTLA-4 e HLA-DR (Tabela 2) conjugados a diferentes
fluorocromos e previamente titulados, incubados por 30 min a TA. Apo6s a incubagdo por 30
minutos a T.A., foi realizada a permeabilizacdo das células através da adicdo de 2 mL da

solugdo de Perm/Wash (contendo SBF e saponina — BD Biosciences®) por 5 minutos ao
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abrigo da luz e a T.A. Apos a incubacdo, os tubos foram centrifugados a 400 g por 5 minutos
e depois o0 sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados aos tubos os
anticorpos intracitoplasmaticos anti-GRANZIMA A(1pL) e anti-IFN-y (1pL), por um periodo
de incubacdo de 30 minutos a T.A. e ao abrigo da luz. Ap6s a marcacao intracitoplasmatica,
as celulas foram lavadas duas vezes com 1 mL de Perm/Wash e 1 mL de PBS-Wash,
respectivamente. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugdo fixadora BD Cytofix™
(BD Biosciences®) e os tubos foram incubados por 15 min. Depois do periodo de incubacao,
as células foram lavadas novamente com 2 mL de PBS-Wash. Apds o descarte do
sobrenadante, foram adicionados 300 pL de PBS-Wash e os tubos foram estocados a 4°C até

0 momento da leitura no citdmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson).

Tabela 2- Anticorpos utilizados nos ensaios de imunofenotipagem da cultura de PBMC de
pacientes com LTA e os controles negativos.

Anticorpo Clone Flurdéforo Fabricante
CD4 S35 PercyP Invitrogen
CD8 3B5 FITC Invitrogen
CD14 TUK4 FITC Invitrogen
CD28 10F3 PE Invitrogen
CD80 MEM-233 PE Invitrogen
CD86 BU63 APC Invitrogen
CTLA-4 BNIB APC BD
HLA-DR TU36 PercyP Invitrogen
GRANZIMA B GB11 Alexa Fluor BD

INF-y 45.B3 (RUO) PE-Cy7 BD

4.12 Citometria de Fluxo

A aquisicdo e andlise das amostras foi realizada na Plataforma Tecnoldgica de
Citometria de Fluxo, localizada no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) /IAM/Fiocruz.
Através da citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickson Immunocytometry Systems)
podemos avaliar o tamanho (Forward Scartter-FSC) e granulosidade das células (Side
Scartter-SSC), além das fluorescéncias tipo 1 (FL1), tipo 2 (FL2), tipo 3 (FL3) e tipo 4 (FL4).
Estas caracteristicas sdo detectadas utilizando-se um sistema Optico-eletrénico que avalia a
dispersdo do raio laser incidente sobre uma célula e a emissdo de fluorescéncia, dada pelos
diferentes fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. A analise dos dados adquiridos

foi realizada no software CellQuestPro acoplado ao computador.
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As aquisicOes e andlises no citbmetro de fluxo obedeceram as Normas de Boas
Praticas de Laboratorio instituidas no IAM/Fiocruz pelo Programa de Desenvolvimento

Tecnologico em Insumos para Saude (PDTIS/Fiocruz).

4.12.1 Aquisicéo e analise de linfdcitos e mondcitos

A populacdo de linfocitos foi selecionada através de grafico do tipo dot plot FSC
versus SSC (Figura 6), sendo adquiridos 10.000 eventos dentro da janela R1. Apos a selecédo
da janela de interesse (R1), para os linfécitos T CD4" foram selecionados os marcadores
CD28" e CTLA-4" (Figura 6A-6E) e os para os linfocitos TCD8" foram selecionados CD28",
CTLA-4, INF-y e GRAZIMA B* (Figura 6J-6L). Para os mondcitos a analise foi realizada
através de grafico do tipo dot plot FCS versus FL1, sendo adquiridos 2000 eventos dentro de
R1 e selecionados os maracadores CD80", CD86" e HLA-DR (Figura 6F-6l).

Figura 6- Estratégia de aquisicdo e andlise em grafico do tipo dot plot para linfécitos e

mondcitos.
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Legenda: A - Gréafico dot plot da populagdo de linfocitos selecionada para analise; B - Grafico bidimensional de
CD8 / FITC por CD28 / PE; C - Grafico bidimensional de CD8 / FITC por CTLA-4 / APC; D - Gréfico
bidimensional de CD4 / PerCP por CD28 / PE; E - Gréfico bidimensional de CD4 / PerCP por CTLA-4/ APC; F
- Dot plot da populacdo de mondcitos selecionada para analise; G - Gréafico bidimensional de CD14 / FITC por
CD80 / PE; H - Gréfico bidimensional de CD14 / FITC por HLA-DR / PerCP; | - plotagem bidimensional de
CD14 / FITC por CD86 / APC; J- Dot plot da populacdo de linfdcitos selecionada para analise; K- Gréafico
bidimensional de CD8 / FITC por IFN-y / PE Cy7 e grafico bidimensional de CD8 / FITC por
GRANZ./ALEXA. Fonte: Autora
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4.13 Deteccéo de citocinas no sobrenadante de cultura

O CBA foi utilizado para a mensuracao quantitativa das citocinas IFN-y, TNF, IL-10,
IL-6, IL-4, IL-2, conforme recomendado pelo fabricante. Resumidamente, esta técnica
emprega uma mistura de 6 esferas de poliestireno, com diferentes intensidades de
fluorescéncia, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas detectadas no
canal FL-4. Desta forma, 50 pl da mistura de esferas de captura, marcadas com os anticorpos
anti-: IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 foram adicionadas em tubos devidamente
identificados. Em seguida foram adicionados 50 pl do sobrenadante de cultura e do reagente
Human Chemokine PE Detection (canal FL2) em todos os tubos. Apds essa etapa as amostras
foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, 1 ml da
solucdo tampdo (Wash Buffer) foi adicionado e os tubos centrifugados a 200 g por 5 min.
Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado, restando aproximadamente 100 pl em cada
tubo, onde foram adicionados 300 ul de solucdo tampéo (Wash Buffer) para ressuspender as
esferas e posterior leitura das amostras no citbmetro de fluxo, no software CellQuestPro
(Beckton Dickson). Para cada citocina foram adquiridos 300 eventos, como recomendado
pelo fabricante, assim totalizando 1800 eventos. A andlise dos dados foi realizada no
programa FCAP Array software (BD).

4.14 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para o processamento das células para a microxopia eletrénica de varredura, ap6s o
processamento do PBMC, as células foram cultivadas em placas de 48 pocos com laminulas
redondas de13 mm, previamente tratadas com L-lisina, e realizado o cultivo como descrito no
item 4.10 Apos, as laminulas foram fixadas com solucdo Karnovsky (Glutaraldeido 2% e
formaldeido 4% em tampéo cacodilato 0,1M — pH 7,2) por no minimo 2h. As amostras foram
lavadas duas vezes com tampé&o cacodilato 0,1M — pH 7,2 e pos-fixado com 1% tetroxido de
6smio por 2h. Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol
(30%, 50%, 70%, 90% e 3x100%). Apoés a desidratacdo foi realizado o ponto critico para a
substituicdo do etanol por dioxido de carbono, obtendo-se a secagem do material para
montagem em suportes metalicos. Em seguida, foi realizada a metalizagdo com cobertura do
material por uma fina camada de ouro, para ser visualizado no microscopio eletrénico de
varredura EVO LS (Zeiss).
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4.15 Microscopia Eletrdnica de Transmisséo

Para o processamento das células para microscopia eletrbnica de transmissdo, as
células foram separadas de acordo com o item 4.7 e cultivadas com o0s antigenos e as
moléculas 2J e 2M, de acordo com o item 4.9. As células aderidas foram soltas utilizando
solugéo PBS Wash gelado. Em seguida foram centrifugadas, lavadas em PBS e fixadas com
solucdo Karnovsky (Glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em tampéo cacodilato 0,1M — pH
7,2). Apo6s foram poés-fixadas em Tetroxido de 6smio (Oss). Apoés a pos-fixacdo foram
realizadas trés lavagens, duas em tampdao cacodilato e processado para a rotina da MET. O
material foi desidratado utilizando uma série crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e
3x100%). Apobs, o material foi emblocado em resina epon 812, processados em cortes
ultrafinos e realizados a pos-contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo. As

amostras foram visualizadas em microscépio eletrénico de transmissdo ZEISS EM109.

4.16 Analises estatisticas

Na andlise estatistica para os ensaios de viabilidade bioldgica da L. braziliensis e a
citotoxicidade das PBMC frente ao tratamento com 2J e 2M, foi utilizado a regressao linear
realizadas no programa SPSS 8.0 (IBM Co., Nova lorque, EUA) para Windows.

Para a analisar os dados referentes a imunofenotipagem de linfocitos e mondcitos,
assim como a dosagem de citocinas, utilizamos o teste ANOVA e poés teste de Dunnett. As
diferencas estatisticas também foram avaliadas usando o teste U de Mann-Whitney (* p, 0,05,
**p, 0,01, *** p, 0,001 e **** p, 0,0001). Todas as conclusGes foram tomadas ao nivel de
significancia de 5%. Os softwares utilizados foram o Excel 2017, para a construcdo da base de
dados e GraphPad Prism 5.0, para realizacdo dos testes estatisticos citados e elaboracdo dos

gréficos.

4.17 Aspectos Eticos

Os individuos incluidos na pesquisa tiveram participacdo voluntaria e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndices B e C). A conduta de
inclusdo dos mesmos e os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em
humanos do IAM/Fiocruz, com CAAE: 59093316.0.0000.5190 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade Bioldgica in vitro das promastigotas de L. braziliensis tratadas com as

moléculas 2J, 2M e anfotericina B.

As moléculas 2J, 2M e a anfotericina foram submetidas a analise da sua acéo bioldgica
sobre promastigotas de L. braziliensis, mostraram-se eficientes em inibir o crescimento em
50% das promastigotas em até 72 horas de cultivo. De acordo com o calculo realizado pela
regressdo linear, o0 composto 2J teve uma média da I1Cso de 18,4ug/mL e o 2M de ICso de
23,1ug/mL e a anfotericina de 0,9 pg/mL (Tabela 3).

Tabela 3- Média e desvio padréo da ICso, CCso € determinagdo do indice de seletividade (1S)
dos compostos heterociclicos 2M, 2J e Anfotericina B.

Compostos ICs0 (Médiae DP)  CCso PBMC(Média e DP) IS
2] 18,4 +4,2 pg/ml 243,17 +52,4 ug/ml 13,21
2M 23,1 0,3 pg/ml 315,13 +31,7 pg/ml 13,64
Anfotericina B 0,9 0,09 pg/mi 13,2+2,4 pg/ml 14,72

Legenda: DP- Desvio Padréo; IS- Indice de Seletividade.

5.2 Citotoxicidade das moléculas 2J, 2M e Anfotericina B em células mononucleares

humanas

De acordo com o0s nossos achados, as moléculas 2J e 2M apresentaram formulacGes
sintéticas com baixa toxicidade para células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
individuos saudaveis, quando submetidas aos tratamentos e observadas 24h e 48h apds o
desafio, sendo observado tambem que em ambos os tempos a viabilidade aumenta de acordo
com a diminuicdo da concentracdo do composto (Figura 8). Para o composto 2J, foi
observado no primeiro tempo de observacdo (24h), a viabilidade celular é inversamente
propocional a concentracdo testada da molécula, sugerindo um perfil citotdxico na
concentracdo de 250ug/ml, porem, no segundo momento observado (48h) esta
proporcionalidade inversa ndo é tdo constante principalmente nas trés concentracgdes iniciais,
evidenciando uma acdo toxica ao longo do tempo de tratamento, visto que a viabilidade

celular diminui entre os tempos de 24h para 48h, nestas concentragdes. (Figura 7A e 7B).
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Quando analisado o composto 2M, este fendmeno de acdo tdxica ao longo do tempo
ndo foi observado e o comportamento do composto no momento de 24h é semelhante ao
momento de 48h (Figura 7C e 7D).

De acordo com o célculo realizado pela regressao linear, o0 composto 2M (Tabela 3)
teve uma média da CCso de 315,13ug/mL e o composto 2J (Tabela 3) com CC 50 de
243,17ug/mL. Na avaliagdo da Citotoxicidade da Amphotericina B foi visto que o farmaco
apresentou um aumento da viabilidade proporcional com a dimuni¢do da concentracdo do
farmaco. Este comportamento foi semelhante nos dois tempos testados. A anfotericina
apresentou uma média da CCso entre os tempos de 24h e 48h de 13,2ug/mL (Figura 7) (Tabela
3).

Com relacdo ao indice de seletividade das moléculas avaliadas, a 2J apresentou o
indice de 13,21, 2M de 13,64 e a anfotericina de 14,66. De acordo com os dados amabas as
moléculas (2] e 2M), assim como a anfotericina apresentaram mais seletivas a promastigotas

de L. braziliensis do que as PBMC humanas (Tabela 3).

Figura 7- Viabilidade das Células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de individuos saudaveis tratados com 0s
compostos heterociclicos 2J e 2M.
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Figura 8- Viabilidade das Células mononucleares de sangue periférico
PBMC) de individuos saudaveis tratados com a Anfotericina B
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5.3 Obtencao dos antigenos solUveis

Os antigenos de L (V). braziliensis, apresentaram um adequado padrdo de proteinas. A
fracdo antigénica solavel de L (V). braziliensis apresentou proteinas cujos pesos moleculares
variaram entre 225kDa e 17 kDa. A partir do gel obtido verificou-se que o antigeno tem perfil
condizente com antigenos brutos de L. braziliensis e que ele ndo apresenta sinais de
degradacdo, estando de acordo com o que consta na literatura. Desta forma os antigenos

mostraram-se aptos para serem utilizadas nos ensaios imunologicos (Figura 9).
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Figura 9- Gel de eletroforese SDS-PAGE
corado por azul de Coomassie demonstrando o
padrdo de bandeamento da fracdo protéica
solavel purificada de cultura de promastigotas
de L. braziliensis (AgST) em concentragdes de
20 e 40 microgramas.
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5.4 Cinética de tempo de cultivo versus resposta Imunoldgica

No presente estudo, foi avaliado a cinética do tempo (24h, 72h e 5 dias) da resposta
imunoldgica de PBMC para produgéo das citocinas do perfil Thl (IL-2, IL-6, TNF, INF-y) e
Th2 (IL-4 e IL-10), cultivadas in vitro com os antigenos de L (V.) braziliensis nas seguintes
condicBes: Celulas + antigenos + 2J 1x ICso (C+A+2J1x); Células + antigenos + 2J 2x ICso
(C+A+2J2X); Celulas + 2] 1x ICso (C+2J1X); Células + antigenos (C+A); Células (C) e
Células+ antigenos + 2M 1x ICsg (C+A+2M1x); Células+ antigenos + 2M 2x ICso
(C+A+2M2X); Células + 2M 1x ICso (C+2M1X); Células + antigenos (C+A); Células (C).
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De acordo com os resultados obtidos na dosagem de citocinas, os antigenos soltveis
de L. braziliensis foram capazes de estimular as PBMC dos pacientes portadores da LTA nos
tempos de 24h, 72h e 5 dias (Figuras 10 e 11).

Na avaliacdo da molécula 2J, tomando com base o controle somente com células, as
citocinas IL-2, IL-4 e IL-10 ndo apresentaram nenhuma diferenca avaliando as demais
condigdes (Figuras 10A, 10B e 10D). No entanto para citocina IL-6, pode-se observar que
teve um aumento na condicdo de células estimuladas com o antigeno de L.braziliensis e o
tratamento com o 2J nas concentragdes 1X e 2X (C+A+2] 1X; C+A+2J] 2X), nos tempos de
72h e 5 dias, quando comparadas as condi¢des C+2J 1X e C (Figura 10C). Quando avaliada a
condicdo C+A com as condicbes C+A+2J 1X e C+A+2J) 2X, ndo foi visto diferenca
significativa nos trés tempos avaliados, indicando que o conjunto de células estimuladas e
tratadas foi semelhante a condicdo somente com antigenos (Figura 10C).

Na avaliacdo das citocinas TNF e INF-y, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica
com a presenga do composto 2J, essas citocinas apresentaram um aumento na condicdo de
C+A, quando comparadas com as demais condicOes testadas e esse aumento foi observado em
todos os tempos avaliados (Figura 10E e 10F).

Na analise das citocinas, na cultura de PBMC, com e sem estimulo, submetidas ao
tratamento com o 2M, néo foi obervado diferenga significativa na produgédo das citocinas IL-
2, IL-4, IL-6 e INF- y (Figuras 11A, 11B, 11C e 11F, respectivamente). Apesar da citocina
INF- v ndo apresentar dados significativos, foi observado um aumento desta citocina nas
condi¢des com a presenca dos antigenos, independente do tempo avaliado (Figura 11F).

Para esta citocina inflamatdria TNF, foi observado uma tendéncia de dimuni¢do na
presenca do composto 2M, visto que no tempo de 5 dias houve uma menor producdo na
presenca do 2M (C+A+2M 1X, C+A+2M 2X e C+2M 1X), quando comparadas com a
condicdo C+A (Figura 11 E). Além disso, foi evidenciado uma dimunicdo do TNF, no tempo
de 24h, na condicdo C+2M 1X quando comparada com a C+A (Figura 11E). Apesar da
citocina IL-10 ndo apresentar diferanca significativa na presenca dos compostos 2M, foi
evidenciado que houve um aumento dessa citocina somente na presenga do antigeno soltvel
de L. braziliensis quando compadados as condi¢gdes C+A+2M 2X, C+ 2M 1X e C, no tempo
de 72h (Figura 11D).
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Figura 10- Dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e INF-y no sobrenadante de
PBMC estimuladas com antigenos soltveis de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2J.
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Figura 11- Dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e INF-y no sobrenadante de
PBMC estimuladas com antigenos soltveis de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2M.
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5.5 Expressao de moléculas de ativacéo/inibicdo em Linfocitos

De acordo com os achados, analisando a expressdao de CD4", CD8" e as moléculas
CD28", CTLA-4, Granzima e a citocina intracitoplasmatica IFN-y nas condi¢des: C, C+ANT,
C+ANT+2]), C+ANT+2M, C+2J, C+2M e C+AmpB, podemos observar que para ambos 0s
linfocitos a expressao fenotipica foi semelhante em ambos os grupos de estudo, pacientes
portadores da LTA e os controles negativos (Figuras 12 e 13).

O tratamento in vitro das células com 2J e com 2M, ndo induziram alteracdes na
expressdo de marcadores imunoldgicos nos linfécitos (Figuras 12 e 13). No entanto, para a
molécula 2J, foi visto uma menor expressdo de linfécitos TCD8" / Granzima A" em pacientes
guando comparados aos individuos negativos, na condicdo de cultivo C+2J (Figura 12H).

Para a molécula 2M, a expressdo de linfocitos CD4*/CTLA-4* foi maior no grupo de
individuos negativos quando comparados aos pacientes, na condicdo C+A+2M (Figura 13C).
Além disso, a expressdo de linfécitos TCD8+/IFN+foi maior no grupo de pacientes quando

comparado ao grupo de controles negativos (Figura 13G).
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Figura 12- Expressdo dos marcadores fenotipicos para linfocitos CD4*( moléculas CD28" e
CTLA-4) e T CD8*( e moléculas CD28, IFN e Granzima) em PBMC de pacientes com LTA,
desafiadas ao antigeno soltvel de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2J.
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Figura 13- Expressdo dos marcadores fenotipicos para linfocitos CD4*( moléculas CD28" e
CTLA-4) e T CD8*( e moléculas CD28, CTLA-4, IFN e Granzima) em PBMC de pacientes
com LTA, desafiadas ao antigeno soltvel de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2M.
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C+A+2M (Células, antigenos e 2M); C+2M (Células e 2M) e C+AmpB (Células e Anfotericina). O p valor é *p,
0.05.
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5.6 Expressao de moléculas co-estimulatérias em Mondcitos CD14*

Na avaliacdo da expressdo dos mondcitos CD14" e as moléculas co-estimulatérias
(CD80" e CD86™) e 0 HLA-DR, foram observados que ndo houve diferenca de expressao das
moléculas em mondcitos CD14" entre as condicdes de cultivo na presenca de 2J, 2M e AmpB.
Porém, a expressdo de CD14+/CD86+ foram mais expressos nas células dos pacientes
portadores da LTA, quando comparados aos controles negativos, apos tratamento com 0s
compostos 2J (C+2J) e 2M (C+A+2M; C+2M), bem como nas condic¢Bes de cultivo C e
C+AmpB (Figuras 14 B e 14E). No entanto para molécula HLA-DR, os achados foram
contrarios, pois houve aumento dessa molécula nas células dos controles negativos, quando
comparados as células dos pacientes, em C, C+A, C+A+2J, C+A+2M e C+AmpB (Figuras 14
C e 14F). Para a molécula CD80", ndo encontramos diferenca estatistica entre os grupos de

pacientes e negativos.
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Figura 14- Expressdo dos marcadores fenotipicos para monécitos CD14 e as moléculas CD80", CD86" e HLA-DR em PBMC de pacientes com
LTA, desafiadas ao antigeno soltvel de L. braziliensis e tratadas com as moléculas 2J e 2M.
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5.7 Detecgéo de citocinas no sobrenadante de cultura

Os niveis de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y foram avaliados no
sobrenadante do cultivo de PBMC. A figura 15 mostra as condi¢fes cultivo apds tratamento
in vitro com 2J entre pacientes e individuos controles. Os pacientes apresentaram maior
producdo de IL-2 quando comparado aos individuos controles negativos em C, C+A, C+A+2]
e C+2J (Figura 15A). Além disso, observamos que o desafio com Antigeno induziu niveis
mais elevados dessas citocinas, pois diferencas estatisticas significativas em: C+A em relacao
a Ce C+2)e C+A+2J em relacdo a C e a C+2J, mas nenhuma diferenca foi observada entre
C+A e C+A+2J quando observado a cultura de células dos pacientes. A maior producdo de
IL-2 foi estatisticamente significativa em pacientes quando comparado aos individuos do
grupo controle negativo (Figura 5A). Esses mesmos achados foram observados quanto a
producdo de IL-4 (Figura 15B), IL-6 (Figura 15C), TNF (Figura 15E) e IFN- (Figura 15F).
No entanto, para a citocina IL-10, os controles negativos apresentaram uma maior producao,
nas condicdes que ndo possuiam o estimulo com os antigenos, mas apenas nas condicGes C,
C+2J e C+AmpB foram observadas diferencas estatisticamente significativas (Figura 15D).
Quando as condigdes de cultivo foram comparadas, foi verificado niveis maiores
estatisticamente significativos dependente a presenca do antigeno: C+A apresentaram niveis
mais elevados de IL-10 quando comparado a C e a C+2J e C+A+2J em relacdo a C+2J
(Figura 15D).

Nas condicdes de cultivo ap6s o tratamento com o 2M, nos grupos de pacientes e
controle negativos, foram observados achados semelhantes ao tratamento com o 2J (Figura
16). Os pacientes apresentaram uma maior producdo da citocina IL-2 quando comparados aos
controles negativos em C, C+A, C+A+2M e C+2M (Figura 16A). Também foi evidenciado
gue a estimulacdo com os antigenos levou a uma maior producdo dessa citocina, visto que
houve diferenca estatistica significativa nas condigcdes: C+A em relagdo a C e C+2M e
C+A+2M em relacdo a C e a C+2M (Figura 16A). Contudo ndo foi observado diferenca entre
as condicdes C+A em relagédo a C+A+2M, no grupo de pacientes (Figura 6A). No grupo de
pacientes também evidenciamos uma maior producdo da IL-2, quando comparados com 0
grupo controle negativo (Figura 16A). Esses mesmos resultados foram observados quanto a
producdo de IL-4 (Figura 16B), IL-6 (Figura 16C), TNF (Figura 16E) e IFN- (Figura 16F).
Contudo, analisando a citocina IL-10, os controles negativos apresentaram uma maior
producdo, nas condi¢bes que ndo possuiam o estimulo com os antigenos, assim como no

tratamento com a molécula 2J (Figura 16D) e quando as condi¢bes de cultivo foram
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comparadas, também foi verificado niveis maiores estatisticamente significativos dependente

a presenca do antigeno, mesmo fenémeno encontrado para a molécula 2J (Figura 16D).
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Figura 15- Dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y no sobrenadante de PBMC de portadores da LTA e controles

negativos, desafiadas in vitro com antigenos soluveis de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2J e a Anfotericina.
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51  Figura 16- Dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y no sobrenadante de PBMC de portadores da LTA e controles
52 negativos, desafiadas in vitro com antigenos soluveis de L. braziliensis e tratadas com a molécula 2M e a Anfotericina.
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54 Legenda: O simbolo (*) acima da barra representa a diferenca estatistica entre os grupos de pacientes e negativos. O simbolo (T) representa o desvio padrdo das amostras.
55  C+A (Células e antigenos); C+A+2M (Células, antigenos e 2M); C+2J (Células e 2M) e C+AmpB (Células e Anfotericina). O p valor é:*p, 0.05, **p, 0.01 e ***p, 0.001.
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5.8 Microscopia eletrénica de Varredura de PBMC estimuladas com antigenos de L.
braziliensis e tratadas as moléculas 2J e 2M

De acordo com os achados da Microscopia eletrénica de varredura, para os linfécitos,
foram observados que os controles somente com células (Figura 17A e 17F) e células tratadas
com a anfotericina (Figura 17B e 17G) foram evidénciados projecdes das membranas. Ja na
presenca dos antigenos soluveis de L. braziliensis (C+A), as células apresentaram sinais de
ativacdo com aumento de projecdes das membranas em toda superficie celular, quando
comparados ao controle somente com células (Figura 17C e 17H).

Com relacdo ao tratamento com as moleculas, os linfocitos tratados com 2J,
apresentaram uma discreta diminuicdo nas projecdes membranosas, quando comparados ao
controle somente com células (Figuras 17D, 17E, 171 e 17J). Para a molécula 2M, as células
apresentaram morfologia semelhante ao controle com células, mantendo as projecdes das
membranas (Figuras 18D, 18E, 18I e 18J).

Analisando a morfologia dos mondcitos, foram observados que o controle somente
com células apresentou mondcitos com projecbes de membrana e células mais afastadas
(Figuras 19A, 19F, 20A e 20F). Quando avaliado o controle de células tratadas com a
anfotericina (Figuras 19B, 19G, 20B e 20G) e o controle de células com antigenos (Figura
19C, 19H, 20C e 20H), foram encontradas interacdo célula-célula e aumento de agregacédo
celular. Quando avaliados os tratamentos com as moléculas 2J (Figuras 19D, 19E, 191 e 19J)
e 2M (Figuras 20D, 20E, 201 e 20J), foram observados 0 mesmo padrdo do controle somente

com antigenos, interacdo célula-célula e agregado celular.
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80  Figura 17-Eletromicrografia de Linfécitos estimulados com antigenos de L. braziliensis e tratados a molécula 2J e anfotericina.
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84  Figura 18-Eletromicrografia de Linfécitos estimulados com antigenos de L. braziliensis e tratados com compostos 2M e anfotericina.
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Figura 19-Eletromicrografia de mondcitos estimulados com antigenos de L. braziliensis e tratados com a molécula 2J e anfotericina.
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Figura 20-Eletromicrografia de mondcitos estimulados com antigenos de L. braziliensis e tratados com a molécula 2M e anfotericina.
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Legenda: C (Células); C+A (Células e antigenos); C+A+2M (Células, antigenos e 2M); C+2J (Células e 2M) e C+AmpB (Células e Anfotericina).
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5.9 Microscopia eletrdnica de Transmissdo de PBMC estimuladas com antigenos de L.
braziliensis e tratadas as moléculas 2J e 2M.

Analisando os linfécitos controle (somente com células), através da microscopia
eletronica de Transmissdo observamos estrutura celular conservadas, como presenca de
projecdes das membranas, de muitas mitocondrias indicando alta atividade celular, estruturas
citoplasmaticas como vesicula autofagica, goticulas de lipidios, granulos e a presenca do
complexo de Golgi. Também foram observadas uma grande quantidade de ribossomos e a
eucromatina e heterocromatina bem distruidas no ndcleo (Figuras 21A,; 21B e 22A; 22B).

Nos linfécitos tratados com a anfotericina, observamos também muitas mitocéndrias e
projecdes de membranas, como visto no controle (apenas células). Observamos também a
presenca do complexo de Golgi e estruturas lamelares em processo de mielinizacao sugerindo
estresse celular (Figuras 21D e 22D). No controle de células estimuladas com os antigenos,
foram encontrados aumento das projecdes de membranas nos linfécitos e assim como 0s
demais controles, foram observados motocondrias, ribossomos e vesiculas bem distribuidos
pelo citoplasma (Figuras 21F e 22F).

Na andlise dos linfocitos tratados com as moléculas 2J, com ou sem estimulo dos
antigenos, foram observadas células com poucas projecdes das membranas, nlcleo ocupando
quase todo o citoplasma, presenca de reticulo endoplasmatico rugoso e varios ribossomos
(Figuras 21G, 21H, 211 e 21J). Para a molécula 2M, com ou sem estimulo dos antigenos, 0s
achados foram semelhantes aos controles somente com células e a anfotericina, eucromatina e
heterocromatina bem distribuidas, presenga de véarias mitocondrias e ribossomos (Figuras
22G, 22H, 221 e 22)).

Na avaliacdo dos mondcitos, a condicdo somente com células, observamos a presenca
de mitocondrias distribuidas por todo citoplasma celular, reticulo endolasmatico liso e
vesiculas autofagicas, projecdes das membrabas e maior presenca de heterocromatina no
nacleo (Figuras 23A; 23B; 24A e 24B). Quando os mondcitos foram tratados com
anfotericina observamos; mitocondrias, vacuolos autofagicos e estruturas lamelares de
processo de mielinizagdo, sugerindo também estresse celular, situacdo ja observada nos
linfdcitos, nas mesmas condi¢des (Figuras 23C, 23D, 24C e 24D).

Na analise dos mondcitos estimulados com os antigenos, observamos o aumento da
presenca de projecfes das membranas, nacleo com ilhas de heterocromatina, citoplasma com

poucas mitocondrias, varios ribossomos e multiplas vesiculas (Figuras 23E,23F, 24E e 24F).
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Quando os mondcitos foram observados na condi¢do (C+A+2J) células estimuladas
com 0s antigenos e tratadas com 2J, evidenciamos a presenca de projecdes das membranas,
mitocondrias, vacuolos autofagicos e granulos (Figuras 23G e 23H). Contudo na condicao
(C+2J), células e a molécula 2J, observamos presenca de mitocondrias, granulos, dimunicao
das projecbes das membranas e presenca de processos mielinizantes sugerindo que o
composto 2J levou os mondcitos ao estresse, ndo ocorrendo o mesmo aos linfocitos (Figuras
231 e 23)).

Com relacéo as alteracOes relacionadas aos mondcitos estimulados com antigenos e
tratados com 2M observamos poucas projecdes das membranas, com nucleo ocupando boa
parte do citoplasma. Presenca de Mitocondrias, granulos, complexo de Golgi, vesiculas
autofagica, ribossomos e uma discreta formacdo do processo de mielinizacdo (Figuras 24G e
24H). Na condicao(C+2M), apresentou 0os mesmos acahados da condicdo C+A+2M, com
excecdo dos processos de mielinizacdo, que ndo foram encontrados nesta condicdo (Figuras
241 e 24)).
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146  Figura 21- Eletromicrografia de transmisséo dos linfocitos estimulados com antigenos de L.
147  braziliensis e tratados com a molécula 2J e anfotericina.

>

148 : : m e :
149 Legenda: C (Células); C+A (Células e antigenos); C+A+2J (Células, antigenos e 2J); C+2J (Células e 2J) e

150 C+AmpB (Células e Anfotericina). N- nlcleo; eu-eucromatina. he-heterocromatina; m- mitocondria; go-
151  complexo de Golgi; pm-processo mielinizante; mi-microvilosidades, va-vacilo autofagicos, ves-vesiculas; rel-
152 reticulo endoplasmaticoe setas-goticulas de lipidios.

153



66

154  Figura 22- Eletromicrografia de transmisséo dos linfocitos estimulados com antigenos de L.
155  braziliensis e tratados com a molécula 2M e anfotericina.
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157 Legenda: C (Células); C+A (Células e antigenos); C+A+2M (Células, antigenos e 2M); C+2M (Células e 2M) e
158  C+AmpB (Células e Anfotericina). N- nlcleo; eu-eucromatina. he-heterocromatina; m- mitocondria; go-
159  complexo de Golgi; pm-processo mielinizante; mi-microvilosidades, va-vaclUlo autofagicos, ves-vesiculas e
160  setas-goticulas de lipidios.
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Figura 23- Eletromicrografia de transmissdo dos mondcitos estimulados com antigenos de L.
braziliensis e tratados com a molécula 2J e anfotericina.
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168  Figura 24- Eletromicrografia de transmissdo dos monacitos estimulados com antigenos de L.
169  braziliensis e tratados com a molécula 2M e anfotericina.
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6 DISCUSSAO

A classe dos Ftalimidas e Tiazois sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica
como antirretrovirais (SHARMA et al., 2010), anti-inflamatério (LIMA et al., 2002) e
antitumoral (COELHO et al., 2014). Em trabalhos recentes avaliando a efic4cia dessa classe
em tripanosomatideos, foi visto que as moléculas 2J e 2M, mostraram-se eficientes contra
espécies de Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi (ALIANCA, et al., 2017; GOMES et
al., 2016). Além de atividade leishmanicida relevante, as moléculas também apresentaram
baixa toxicidade (ALIANCA, et al 2017).

A classe Ftalimidas sdo conhecidas pela atividade imunomoduladora, sendo a inibicéo
da citocina fator de necrose tumoral (TNF-a) bem investigada e com destacada importancia
por ser considerada mediadora dos processos inflamatdrios e tumorais (TEO, 2005). Os
Tiazois também possuem atividade Imunomoduladora e acédo citotoxica em diferentes tipos de
tumores (LEFRANC et al., 2013).

Com relacdo aos nossos achados para citotoxicidade em células mononucleares
humanas, observamos que as moléculas 2J e 2M apresentaram baixa toxicidade em PBMC,
corroborando com os achados na literatura, que utilizaram outros modelos celulares néo
humano (GOMES et al., 2016; ALIANCA et al., 2017; DE OLIVEIRA BARBOSA et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2018).

A baixa toxicidade do 2J € justificada pela presenca do substituinte derivado de fenil,
como descrito no estudo de Gomes et al. (2016) e Alianca et al. (2017), em esplendcitos de
camundongo e células VERO /macro6fago J77, respectivamente. J& para a molécula 2M, baixa
toxicidade ndo estéd ligada diretamente a presenca do substituinte cloro, uma vez que outras
moléculas que contém esse mesmo substituinte apresentam alta toxicidade, porém Barbosa et
al. (2019) e Alianca et al. (2017) sugerem que a baixa toxicidade possa estar associada a
posicdo que este substituinte foi inserido na molécula.

Para escolha de composto com potencial quimioterapico, deve-se levar em
consideracdo a sua citotoxicidade, assim como, sua acgdo frente ao microrganismo. De acordo
com 0s nossos achados as moléculas 2J e 2M apresentaram atividade leishmanicida em
promastigotas de Leishmania braziliensis. Resultados semelhantes foram encontrados para
ambas as moléculas em Alianca et al. (2017), em que o0s autores encontraram atividade
leishmanicida frente a Leishmania infantum. Além da atividade bioldgica sobre espécies de
Leishmania, a molécula 2J foi capaz de inibir o crescimento das formas evolutivas

epimastigota e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (GOMES et al., 2016). Por outro lado, o
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composto 2M, além da atividade sobre Tripanosomatideos, também mostrou atividade
relevante contra a larva e verme adulto do Schistossoma mansoni (DE OLIVEIRA
BARBOSA et al., 2019).

O tratamento das leishmanioses depende exclusivamente de quimioterapia, incluindo
anfotericina B (AmpB), antimoniais (Glugantime e Pentostan), miltefosina
(hexadecilfosfocolina) e pentamidina (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).
Além do fato de que essas moléculas sdo prejudiciais para os pacientes, pouco se sabe sobre o
impacto de tais medicamentos nas células do sistema imunonolégico humano (RODRIGUES
et al., 2016).

Assim como a eficacia dos compostos em controlar a parasitemia € um ponto
importante na escolha de novos tratamentos para as leishmanioses, a inducdo de uma resposta
imunolodgica protetiva também é um ponto imprescindivel na selecdo de novas moléculas
(CARIDHA et al., 2019). De acordo com a literatura, a resposta imunoldgica que o paciente
com leishmaniose cutanea ird desenvolver, é fundamental para a evolucdo para cura
espontanea ou progressdo para as formas mais graves da doenca (BRELAZ-DE-CASTRO et
al, 2012).

Nos nossos achados, as moléculas 2J e 2M parecem ndo influenciar na expressdo de
linfocitos e mondcitos, assim como na producdo de citocinas. Contudo com relagdo aos
antigenos, foi observado que eles foram capazes de estimular as células dos pacientes
portadores da LTA, principalmente quando foram analisadas as produgfes de citocinas
inflamatorias.

Estudo com camundongos Balb C, susceptiveis a infeccdo por L. braziliensis, e
tratados com o composto sintético DPPE.1, observaram que o composto levou um aumento
dos linfécitos TCD4" e TCD8*, quando comparados ao controle sem tratamento (DOS
SANTOS et al., 2018). Em um outro estudo, Da Silva et al. (2020) também utilizando o
DPPE1.1 em camundongos resistentes a infeccdo por L. braziliensis, os autores também
observaram aumento de linfécitos TCD4" e TCD8*, quando comparados com o grupo de
animais néo tratados.

Ambos os trabalhos citados anteriormente apresentam resultados discordantes dos
nossos achados. No entanto, eles apresentaram apenas um controle com o animal n&o tratado,
assim n&o esté claro se 0 aumento foi devido ao tratamento ou em resposta a infecg¢éo por L.
braziliensis. Além disso, os trabalhos citados também apresentam animais de linhagem

isogénica, sem variacdo genética e é descrito na literatura que o background genético é
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determinante para o tipo de resposta imune que o individuo ir&4 produzir (SODERQUEST et
al., 2017; GONCALVES DE ALBUQUERQUE et al., 2019).

Estudo utilizando Anfotericina B, Metilfosina e Pentamina, em cultura de PBMC de
humanos, observaram que todas elas inibiram a proliferacdo de células T CD4* e TCD8", nas
doses que ndo estdo relacionadas ao aumento da morte celular (ANDRE et al., 2020). De
acordo com relatos da literatura o tratamento padrdo da LTA leva uma diminuigdo na
atividade linfoproliferativa (COUTINHO et al.,, 1998; TOLEDO et al., 2001). Estudo
utilizando PBMC de pacientes, avaliando antes e apds tratamento com antimoniais,
observaram que os linfécitos T totais, assim como os Linfocitos TCD4", expressando
citocinas intracitoplasmaticas inflamatdrias (IFN-y, TNF-o e IL-2), apresentaram-se
diminuidas ap6s o tratamento com os antimoniais (LAKHAL-NAOUAR et al., 2015).De
acordo com os trabalhos citados acima, as drogas preconizadas para o tratamento da LTA
parecem desencadear alteracfes importantes quanto a proliferacdo e efetividade do linfécitos
T. Os nossos resultados ndo corroboram com achados citados acima, onde observamos que as
moléculas 2J e 2M ndo alteraram a resposta imune dos linfocitos T.

Através da analise da microscopia eletrdnica de varredura, evidenciamos que 0S
linfocitos ndo sofreram danos com a adi¢do do tratamento com 2J, 2M e anfotericina B. Ja na
microscopia de transmissdo foram observados que células tratadas com a anfotericina B
apresentaram estruturas em processos de mielinizacdo, que estdo proximas ao nucleo e
mitocondrias, sendo caracterizadas por acumulo de processos anormais no metabolismo
celular, conferindo assim um dano a célula (KINT, 1970; FISHER et al., 2006; KUNIYOSHI
et al., 2020).

A utilizacdo da microscopia eletronica na avaliacdo ultraestrutural de novas
formulacGes para o tratamento das diversas parasitoses vem sendo explorada pela literatura,
sobretudo estudos avaliando a acdo de novos compostos sobre formas evolutivas da
Leishmania spp (ALIANCA et al., 2017; DA SILVA et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020). No
entanto, a acdo de novas moléculas com perspectiva terapéutica para as leishmanioses, sobre
as células do sistema imune humano, ainda ndo esta bem elucidada.

Entretanto, a investigacdo de alteracdes em células humanas utilizando outros modelos
patolégicos, como o cancer, ja sdo descritos na literatura (QADIR et al., 2008; WANG et al,
2007), onde linfécitos pacientes sadios apresentam ndcleo ocupando maior parte da célula,
com presenca de eucromatina e heterocromatina, possui uma grande quantidade de
mitocondrias, ribossomos e microvilosidades na superficie celular. Ja os linfocitos que

sofreram tratamento com drogas antitumorais, possuem retracdo nuclear, presenca de
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numerosos Vvacuolos, apresentaram em sua superficie depressbes e auséncia de
microvilosidades. (HOFFMANN et al., 1976; DE OLIVEIRA et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2017).

Em contrapartida, os nossos achados foram discordantes dos relatados acima, pois as
moléculas além de ndo alterar fenotipamente os marcadores para linfécitos, observados por
citometria de fluxo, na ultraestrutura, mantiveram a morfologia celular semelhantes aos dos
controles sem adicdo dos tratamentos. Assim de acordo com nossos resultados, as moléculas
parecem ndo alterar negativamente a resposta imune dos individuos, sendo considerada um
ponto positivo como nova terapia para LTA.

Além da avaliagdo de células da imunidade adaptativa, 0 nosso estudo também
analisou a expressdo de monacitos, que sdo células apresentadoras de antigenos. Apesar de
estar intimamente ligado ao estabelecimento da imunopatogénese da LTA, 0os mondcitos ndo
sdo comumente estudados na avaliacdo da resposta imune do hospedeiro humano na LTA,
cuja investigacdo é baseada nas mudancas de expressdo dos linfécitos TCD4"™ e TCD8" ao
papel protetor na LTA (LEON et al., 2007; NOVAIS et al., 2014).

Estudos que investigam a resposta dos mondcitos na infeccdo por Leishmania spp.,
observaram um aumento de mondcitos em pacientes com LTA, independente do curso da
infeccdo (VIEIRA et al., 2013; PASSOS et al., 2015). Em vias gerais a migracdo dos
mondcitos ndo é associada com a gravidade da doenca, ja que ndo foi associado 0 aumento de
monacitos e a progressdo da doenca. Contudo, monadcitos produtores de TNF e expressando o
receptor de quimiocina CCR2, foram associados ao maior grau de inflamacéo, sugerindo ter
papel patolégico na LTA (PASSOS et al.,, 2014). Os nossos dados mostraram que as
moléculas 2J e 2M ndo afetaram a expressdo de mondcitos e ndo houve aumento de TNF, no
sobrenadante de cultura, nas condicdes com tratamento. Assim, as moléculas ndo tém a
capacidade de exacerbar a inflamacdo e consequentemente manter o equilibrio entre as
respostas inflamatorias e anti-inflamatoria.

A capacidade dos mondcitos de atuarem como celulas apresentadoras de antigenos
efetivas é determinada pela expressdo das moléculas HLA-DR (primeiro sinal de ativagdo
para linfocitos T) e as co-estimulatérias CD80" e CD86", que atuam na ativacao, proliferagdo,
diferenciacéo e sobrevivéncia das células T e sdo auxiliadores na geracdo das células T de
memoria (KIN; SANDERS, 2007; JAIN et al., 2011). Para o HLA-DR evidenciamos uma
maior expressao no grupo de individuos controles negativos. O aumento neste grupo controle
comparado com 0s pacientes, provavelmente ocorre pois 0s mondcitos dos pacientes sao

frequentemente agredidos pela infeccdo parasitaria, diferente do que ocorre com os individuos
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negativos. Vieira e colaboradores (2013) observaram uma diminui¢do das moléculas CD80" e
CD86", também expressas nos mondcitos, quando comparado com o controle negativo,
sugerindo que os mondcitos desses pacientes, infectados a L. braziliensis, estariam com as
suas funcdes comprometidas

A molécula CD86" naturalmente € maior expressa em monocitos quando comparada a
molécula CD80" (VIEIRA et al., 2013). Nos nossos resultados foram observados que a
CD86™ foi maior expressa no controle somente com células (sem estimulo e tratamento) e nas
células dos individuos controles negativos. Sabe-se que a CD86" apresenta uma maior
predilecdo para se ligar a molécula CTLA-4 e a CD80" em se ligar ao CD28" (PENTCHEVA-
HOANG et al., 2004). Em nossos achados ndo evidenciamos diferenga estatistica na
expressdao de CD80 e CD86 no grupo de pacientes, utilizando as moléculas avaliadas.
Contudo, no grupo de controles negativos, foi observado um discreto aumento de CD86",
assim como o de CTLA-4, corroborando com a literatura, em que relata como principal
ligante do CD86™, a molécula inibitéria CTLA-4.

Os achados da imunofenotipagem foram concordantes com o0s encontrados na
ultraestrutura, onde as moléculas ndo desencadearam processos de morte celular dos
macrdfagos, os danos observados foram referentes ao estresse metabdlico, que normalmente é
causado por uma intensa atividade celular, como a metabolizagdo de drogas (KUNIYOSHI et
al., 2020).

A fagocitose de microrganismos por células especializadas como macréfagos e
neutrofilos € um processo crucial na resposta imune inata. A fagocitose também é
fundamental processo de remocédo de células em apoptose. A primeira fase do processo de
eliminacdo € a internalizacdo dos patdgenos ou corpos apoptéticos em um vacutolo derivado
da membrana plasmatica, conhecido como fagossoma (MELO; DVORAK 2012). De acordo
com 0s nossos resultados, os macrofagos tratados com 2J e 2M sdo capazes de desempenhar a
sua funcdo fagocitica, pois eles mantiveram a integridade das organelas , assim como
formag0es de vacuolos no interior das células.

A resposta terapéutica em doencas infecciosas envolve tanto a resposta imune do
proprio hospedeiro como os determinantes microbianos. Na infeccdo por L. braziliensis a
resposta imune inflamatoria € definitiva no resultado da infeccéo e a eficacia do tratamento,
em que a imunomodulacao é considerada uma estratégia terapéutica promissora (DIAZ et al.,
2010; CARVALHO et al., 2012).

O desenvolvimento das lesGes na LTA esta intimamente ligado ao estabelecimento de

uma resposta imunoldgica apropriada (BRELAZ et al., 2012). Para isso, os linfocitos T tém
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um papel importante, agindo por meio de citotoxicidade direta (Linfécitos T CD8") e / ou
produzindo varias citocinas e quimiocinas. As citocinas podem reagir em cascatas com outras
citocinas levando a um aumento ou diminui¢do na secrecdo de outras citocinas, agindo de
forma bastante complexa. Portanto, a analise dos perfis de citocinas é de extrema importancia
para a compreensdo da resposta e ativacdo do sistema imunolégico dos pacientes com LTA
(BRELAZ DE CASTRO et al., 2018).

Nossos achados deixam claro que hd uma predominancia do perfil TH1, pois nas
células estimuladas com os antigenos, foram observadas aumento das citocinas IL-2, IL-6,
INF-y e TNF. De acordo com a literatura, a predominancia do perfil TH1, com a presenga da
citocina IL-10 seria um ambiente imunolégico favorével ao paciente com LTA (BARATA-
MANSINE et al., 2007; CASTELLANO et al., 2009). Guimaraes et al. (2016), investigaram 0
perfil de citocinas de pacientes com LTA classica e com a forma atipica (mais severa),
estimulando PBMC com antigenos de L. braziliensis, observaram que os pacientes com a
forma cléssica apresentaram uma resposta TH1 e presenca da IL-10. J& os pacientes com a
forma atipica, apresentaram uma baixa resposta TH1, e altos niveis de IL-10 e IL-17.

Na investigacdo de candidatos a drogas antileshmania, um ponto comumente
explorado pela literatura € a produgdo de citocinas, por estarem intimamente ligadas ao
sucesso do tratamento (GATTO et al 2015). Um estudo investigando a eficacia da droga
Clioquinol, que é um antiparasitario e antifungico, em esplenécitos de camundongos
estimulados com antigenos sollveis de L. amazonensis, observou que a droga induziu uma
resposta predominantemente TH1 quando comparado ao controle com a anfotericina, em que
produziu altos niveis de I1L-4 e IL-10 (TAVARES et al., 2019). Nossos achados encontraram
resultados com predominio da resposta TH1 e presenca da citocina IL-10, nas células de

PBMC estimuladas com os antigenos de L. braziliensis e tratadas com as moléculas 2J ou 2M.
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7 CONCLUSOES

e Foi observado que as moléculas 2J e 2M e apresentam baixa toxicidade em celulas

mononucleares humanas;

e As moléculas apresentam atividade leshmanicida sobre promastigotas de L.

braziliensis;

e Os antigenos soluveis de L. braziliensis estdo com a integridade preservada e tém a
capacidade de estimular células de pacientes com LTA;

e Com relacdo a cinética de tempos versus resposta imunoldgica, nos 3 tempos testados

(24h, 72h e 5dias), ndo houve diferenca entre os tempos;

e A estimulacdo pelos antigenos solUveis de L. braziliensis levou um aumento das

citocinas de perfil inflamatorio;

e A 2J e 2M ndo causam diminuicdo da atividade dos linfocitos T, nem altera a
funcionalidade dos mondcitos, como foi demostrado nos resultados dos marcadores

imunoldgicos e nos achados das microscopias eletrdnica de varredura e transmissao.

e Os derivados da classe Ftalil-Tiazois 2J e 2M demostraram resultados satisfatérios

como candidatos a futuro farmaco para o tratamento da LTA.
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APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido do portador da LTA

Mo stivadadmm

- ¥ - Cra

Canien de Pesguna Agges Magainies
Termo de consentimento livre e esclarecido do Portador da LTA

Conwdo ° (a Prezado (a) Senhor (a)
para participar, como voluntino
(a). da pesquisa (Caracterizagio da Leishmaniose Tegumentar Amercana nas dreas
endémicas do municipio de TimbalbaPE: aspectos clinicos. epidemioldgicos. imuncidgicos.
ratamento celular i VIO COM NOVas Grogas e dindmica dos febotomineos).

Esta pesquisd & sobre a Leishmaniose Tegumentar Amercana, tambem conhecida por
“espindia”, “Uicera de Baury” e Yerida brava®, sob a coordenagdo Profs. Dr Luiz Carios Alves ¢
Dr. Fabio André Brayner dos Santos. ambos do Departamento de Parasitologia FIOCRUZ - PE.
Os objetvos do estido sio identficar fatores relacionados a Leshmanose, diagnosticar o3
CI308 SUSPEIOs NeSle MUNICIDIO @ testar novas drogas candidatas 3 trata esta doenga. A
finaldade deste rabalho & contribuir para 3 prevengioftratamento da doenga ¢ Para ter centeza
da causa (lagndstico) da ferda de Pele Que © (3) senhor(a) apresents.

m a sua colaboraglo para responder um questondno que identficard
AlgUMas Caracterisicas Suas & de SUd reSENGIa. Dem como, 3 coleta de até 8 (ses) coheres
de chil de sangue (30 mi) através de um WHO 3daptado 3 uma aguiha. estinl e descartivel. As
mmmmmmc—'mamamxﬂwmm
centifica (oe for © caz0). Por ocasido da publicacio dos resuRados, seu nome serd mantido em
sigio. Informamos Que @533 PesqQUISE POSSUI riscos, durante a coleta de sangue. de gerar o
nodmodo de PEQUENa dor e/ou hematoma (mancha roxa) no local da coleta do sangue. Outro
N3c0 poderd Ser © CONSTANGETENto B8 reSPONder LM QUESBONAND SOCORCONSMICO. que terd
perguntas sobre COMportamento. stuaglio social @ econdmica. Como beneficio para o Senhor
(3) haverd © diagndstico (dentficaclio) da leishmaniose se estiver doente. uUm makor
conhecimento sobre 3 leishmaniose ¢ fOrMas de como se preveni da doenca, akém de o
Muncipo de Timbaiba ter informacies que poderso ser utizadas para melhoramento das
condigies que Causam a leshmaniose.

Esclarecemos que 3ua Participagha N0 #3tudo ¢ vORMEAS e. portanto. o (3) senhor (3)
nlo ¢ obrigado (a) a fornecer as informacSes @lou colaborar cOm as atividades solicitadas pelo
desnty do MESMO. N30 sofrerd nenhum dano, Nem haverd MOdCac3o Na a3SSENCa que vem
recebendo na INEttuc3o (se for 0 Ca30) @ N0 SARVGE de 3alde do MUNKiPO.

Os pesquisadores estardo 3 sua disposiclo para qualquer esclarecimento que
considers necessino em qualquer e1apa da PEIQUISa. Paca qUalquer oura Informagso. o (a) S¢
(3) poderd entrar em contato atraves SO endeneso Centro de Pesquisas Aggeu Magahles.
Fundagho Oswaldo Cruz. Campus da UFPE, Av. Moraes Rego. s/n, pelo telefone (81) 2101-

A Professor Moraes Rego. on - CIa08 Umiverstded - Campus 4 UFPE
Recte - PL - CEP. S0670420
Teeooe: (81) 2101-25002101-2600 Fax (87) M83-1511
W COGIT™ BOCHT O
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M sbive do o

nocwz
Funtog iv Orwalde Croa

Caniro e Pescruna Agges Magalhae
2003, ou poderd entrar em contato com o Comité de ESca em Pesquisa -

CEP/CPQAMFIOCRUZ, telefone (81) 2101-2630.

Eu, ful  informado

sobre O que O pesquisador quer fazer @ POrque precisa da minha colaboragio, ¢ entendi a
D0 @M PArscipar do projeto, sabendo que nio vou ganhar nada

UM NOVO CONEO @ assinatura de um novo TCLE:
de de UM NOVO CONLALO @ assinatura de um novo TCLE

5 em duas vias que serdo ambas assnadas por mim e pelo
via com um de nds.

Impress3o do dedo polegar

Av. Professcr Moraes N - Ca0e Unverstard - Campas 33 UFPE
«PE . CEP 50670420
Tewne (31) 2101-25002101-2600 Fax (81) 34831911
WWE COQIT™ B0CuD O



APENDICE B- Termo de consetimento livre e esclarecido do n&o portador de LTA

LR I T

m
5 be O o Crus

7 Cnmnmhumuw- Ma, alrime

Termo de Consetimento Livre Esclarecido do Ndo portador da LTA

Convido ° (a) Prezado (a) Senhor (a)
PAra PALICHAr, COMO voluntino (a).
da pesquisa (Caracterizagio da Leshmaniose Tegumentar Amerncana no Municipio de
Timbaiba-PE. quantd 08 Aspectos Clinicos. Epidemiologicos. Imunoibgicos, Tratamento in Vitro
com Novas Drogas @ 8 Dindmica dos Flebotom ineos Presentes nas Localidades Endémicas).
Esta pesquisa & sobre a Leishmaniose Tegumentar Amencana. também conhecida por
"espingia”, “Ulcera de Baury” ¢ Yerda brava’, sob a coordenagio Profs. Dr Luiz Carlos Alves ¢
Dr. Fabio André Brayner dos Santos, ambos do Departamento de Parasitologia FIOCRUZ - PE.
O3 objetvos do estudo 330 identficar fatores relacionados a Leshmaniose, diagnosticar os
casos suspeitos no Municipio de Timbaiba-PE e testar novas drogas candidatas 3 rata esta
doenga. A finalidade deste trabaino ¢ contriduir para 3 prevencIotratamento da doenga e para
vma‘}*(%)hwummumummm
Sua participacio ¢ necessina, pois, como nllo portador da doenga Lesshmaniose. o seu
sangue serd Utizado como controle NEQAtVD, fazendo uma comparacdo com O sangue dos
pacentes que 330 portadores da doencd. Sua parscipaclo ¢ voluntiria e realizaremos uma
coleta de a1k O (seis) colheres de chi de sangue (30 mi). de mesmo volume de sangue dos
volunthfios confirmados com doenca. atraves Ge um tubo Adaptado a uma aguha. esténl e
descartivel Esse sangue serd levado 20 1aboratino para ser analisado. Além dis 30, solicitamos
3ua colaboraghio para colocarmos duas AMMadihas de insetos em seu quintal, essas armadihas
130 #30 prejudicar @ PINGUE™ Se 3ua fAMIla Cu SIGUM LD ANMAL. 3Penas Servird Para coktar
insetos. Também padimos sua autonZacio para apresentar O3 resultados deste estudo em
eventos da Sred 08 S3Ude @ pUdICIr &M revista centifica (ce for 0 ca20). Se o resultado da
amostra de sangue for postva para Leshmaniose Tegumentar Amencana. serd realizada uma
mumﬁvm«w(anlxw«omoov“uw Onum“
ummamaoommmn“mnupﬂtu
no minimo 20 cias « no miximo 60 dias, sem intemaciio. Por ocasiio da publicaciio dos
m.“aw.aamev“dom'ﬁfdwmmmm)
nobodda”udow.&tomwwowwumw
QUeSSONANe SOCeCONSMICO, que terd PAMUAtas sobre comportamento. situagio social e
econdmica. Como beneficio para © Senhor (a) haverh o diagndstico (identificaglo) da
leishmaniose 38 estiver doente, um maior conhecimento sobre 3 leishmaniose e formas de como
umhmMaoWOYmMUMuMW
M’-mmmmﬂﬂuom

Av. Professdr MOraes Rego. 4n - CI0308 Univenstand - Campus ) UFPE
Recte - PE - CEP. 0670420
Telefone: (81) 2101-25002101-2600 Fax (81) 34831911
e DG S0Cng o
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Fundagin Ovwalde Crus

Cantrn de Pascras Aggen Magainies
Esclarecemos que sua participagho no estudo ¢ voluntinia e, portanto, o (a) senhor (3)

n30 ¢ obrigado (3) a fornecer as informagdes elou colaborar com as atividades solictadas pelo
Pesquisador (3) @ também poderd retira-se 0o #5tudo em qualquer #1apa da pesquisa.

Os pesquisadores estardo a sua dsposiclo para quaiquer esclarecmento que considere
necessinio em qualquer etapa da pesquisa. Para qualquer outra informaglo. o (a) S (a) poderd
entrar em CONMAO através do endereco Centro de Pesquisas Aggeu Magaihles, Fundagio

npus da UFPE, Av. Moraes Rego. sin, pelo telefone (81) 2101.2003, ou
o com 0 Comité de Etca em Pesquisa - CEP/CPQAMFIOCRUZ, telefone

, i informado
w&ommumwoMo

Av. Professor Morses Rego. 41 - CIaade Universiand - Campus 43 UFPE
Recte - PE - CEP: S0.670-20
Telefone: (81) 2101-25002101-2600 Fax (81) 34531911
WWE DG BOCnaT o0
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ANEXO A- Aprovacio no Comité de Etica de Pesquisa em humanos (CEP)

ﬁm

C -um'n de [tica

¥ qus'.;'ltuio do Projeto: “Caracterizagdo da Lesshmaniose Tegumentar Americana
nas areas endémicas do municipio de Timbalba/PE: aspectos clinicos,
epidemiologicos, imunolégicos, tratamento celular in vitro com novas drogas e
dinamica dos flebotomineos”. e
Pesquisador responsavel: Luiz Carlos Alves
Instituigio onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentagio ao CEP: 24/08/2016
Registro no CAAE: 59093316.0.0000 5190
Numero do Parecer PlatBr: 1908 594

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodologicos do
Projeto em questdo estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugac CNS 466/12, e complementares.,

O projeto estd aprovado para ser realizado em sua Gltima formatacgac
apresentada ao CEP. '

O CEP/CPgAM reforga a necessidade de entrega de relatorios parcial e
final, em comprimento a resolugiio 466/12, capitulo X!, artigo 2d

Recife, 06 de fevereiro de 2017.
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( 7 Janaina Campos de Miranda
/" Coordenadora do CEP/CPGAMFIOCRUZ PE

“*U“
WW-“W
Covana the LOWY - A u.u« Moo, a0 P
SO S0.670 320 Fomer (1) 2301 260 w"o‘"“:’ G if""l
e INL 348340118 ‘f\'\dﬂ .
S ,\(.(.Hl e
SECeL 0 T DoRT. crd B MALALIALY Vo e e b



	14ea3bbadf071315dcb2849f823bb99c5fa36dfb45ed3e863607bcc978b518fa.pdf
	f0b79507afecb5b81474859c73cbe63e66a65a89a171880832f235658b3aac6c.pdf
	14ea3bbadf071315dcb2849f823bb99c5fa36dfb45ed3e863607bcc978b518fa.pdf

