e
| [—g
ne~-

1

g

|

VIRTUS IMPAVIDA

L A J

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

JADY MOREIRA DA SILVA

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DOS EXTRATOS
BIOATIVOS DE MICRORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES FRENTE A
DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA SPP.

RECIFE
2023



JADY MOREIRA DA SILVA

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DOS EXTRATOS
BIOATIVOS DE MICRORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES FRENTE A
DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA SPP.

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biomedicina da Universidade Federal de
Pernambuco como  pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Dra. Milena de Paiva
Cavalcanti.

Coorientador: Me. Victor Vaitkevicius
Antdo de Souza.

RECIFE
2023



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragdo automatica do SIB/UFPE

Silva, Jady Moreira da.

Avaliacdo in vitro do potencial terapéutico dos extratos bioativos de
microrgani smos fotossi ntetizantes frente a diferentes espécies de Leishmania
spp. / Jady Moreirada Silva. - Recife, 2023.

54:il., tab.

Orientador(a): Milena de Paiva Caval canti
Cooorientador(a): Victor Vaitkevicius Antéo de Souza
Trabaho de Conclusdo de Curso (Graduag&o) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, , 2023.
Inclui referéncias, anexos.

1. Atividade antiparasitéria. 2. Imunomodulacdo. 3. Produtos naturais. 4.
Tratamento. 5. Leishmanioses. |. Cavalcanti, Milena de Paiva. (Orientacgo). 1.
Souza, Victor Vaitkevicius Antéo de. (Coorientacdo). I11. Titulo.

570 CDD (22.ed.)




JADY MOREIRA DA SILVA

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DOS EXTRATOS BIOATIVOS
DE MICRORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES FRENTE A DIFERENTES ESPECIES
DE LEISHMANIA SPP.

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacao em
Biomedicina da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Aprovada em: I/

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Dra. Milena de Paiva Cavalcanti
Instituto Aggeu Magalhdes/Departamento de Microbiologia

Coorientador: Me. Victor Vaitkevicius Antdo de Souza
Instituto Aggeu Magalhaes/Departamento de Imunologia

Dra. Suénia da Cunha Goncalves de Albuquerque
Laboratério Central de Saude Publica de Pernambuco — LACEN/PE

Dr. Rdmulo Pessoa e Silva
Nucleo de Pesquisa em Inovacéo Terapéutica Suely Galdino — NUPIT-SG/UFPE



Esta monografia € dedicada aos meus
pais e a minha avo, pilares da minha
formag&o e meus maiores exemplos de
forca, determinagcdo e amor. Este
trabalho, assim como tudo que faco, é

por voceés.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por toda a for¢ca. Devo a Ele tudo o
gue sou, que conquistei e que irei conquistar.

Agradeco aos meus pais, Jaciara Maria e Jailson Moreira, pelo apoio
incondicional em todos os momentos da minha vida. Sem eles, eu ndo conseguiria
chegar até aqui. Nada do que eu diga ou faca sera suficiente para expressar minha
gratiddo. Agradeco a minha segunda mae, a minha querida avo Juraci Silva, que
sempre cuidou tdo bem de mim e contribuiu para minha formagéo.

Agradeco a minha orientadora Milena Paiva por acreditar e confiar no
meu desenvolvimento académico, além de me fornecer todo o conhecimento e
suporte necessario. Agradeco ao meu orientador Victor Vaitkevicius por toda a
paciéncia, ensinamentos, experimentos compartilhados, momentos de descontragéo
e suporte emocional durante estes anos.

Aos colegas e parceiros que fazem parte do grupo de pesquisa
“Inovagdes no controle de patégenos” e do Laboratério de Imunoparasitologia, em
especial a Maria Gabriella Mello e Isabelle Barreto.

As minhas amigas Ana Cecilia Lithg, Beatriz Dourado, Crislaine
Nascimento, Marcely Gondim e Nathélia Nascimento, agradeco por todos os
momentos compartilhados durante estes 13 anos de amizade. Com vocés a vida é
muito mais leve e divertida.

Aos amigos que conheci ao longo da graduacéo, agradec¢o a cada um
pelos momentos que deixaram a caminhada um pouco mais facil. Em especial a Bruno
Torres que foi meu grande companheiro durante os primeiros periodos da graduacéao.
Agradeco por todo o companheirismo e amizade que nutrimos e levamos para fora da
UFPE.

A minha companheira de estagio curricular, Sharla Gomes, a qual tive
o prazer de compartilhar felicidades e angustias durante este periodo final da
graduacéo. E a todos os profissionais do laboratorio de patologia clinica do Hospital
da Restauracao pelo acolhimento e aprendizado.

A UFPE e aos professores do curso de biomedicina por todo o
aprendizado e experiéncia.

E por fim, ao CNPq, IAM-FIOCRUZ e UFRPE por me proporcionarem
o suporte financeiro e estrutural para vivenciar a iniciacao cientifica que foi essencial

para meu amadurecimento durante a graduacgao.



“Nao fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e
corajoso! Nao se apavore nem desanime, pois
0 Senhor, o seu Deus, estard com vocé por
onde vocé andar.”

(Biblia, Josué 1:9)



SILVA, Jady Moreira da. Avaliagdo in vitro do potencial terapéutico dos extratos
bioativos de microrganismos fotossintetizantes frente a diferentes espécies de
Leishmania spp. 2023. 54 paginas. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

Diante das limitacGes no atual tratamento das leishmanioses, ha uma busca crescente
por novos compostos com potencial terapéutico. Alvos de origem natural estdo sendo
estudados, incluindo alguns microrganismos fotossintetizantes (MFs), nos quais ja foi
observado potencial imunomodulador e antiparasitario, além de apresentarem uma
ampla diversidade quimica e metabdlica, tornando-os fontes de substancias ativas
gue podem ser utilizadas no tratamento de diversas doengas. O estudo teve como
objetivo avaliar in vitro o potencial terapéutico dos extratos bioativos de MFs em
diferentes espécies de Leishmania spp. Apds o cultivo das espécies Arthrospira
platensis (EAP), Chlorella vulgaris (ECV), Dunaliella tertiolecta (EDT) e Tetradesmus
obliquus (ETO), os extratos foram obtidos pelo método de sonicagdo. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de humanos saudaveis foram tratadas
com os extratos para determinagdo da concentracao citotoxica de 50% (CCso) através
de ensaios de viabilidade celular. Por sua vez, formas promastigotas de Leishmania
infantum e L. braziliensis foram tratadas para determinacdo da concentracao inibitoria
de 50% (ICso0) através de contagem celular. Os indices de seletividade (IS) foram
determinados pela raz&o entre o valor da CCso e ICso. As drogas de referéncia (DRS)
utilizadas para comparacgédo foram o Antimoniato Pentavalente (SbY) e a Miltefosina
(MTF). Além disso, a atividade imunomodulatoria foi avaliada a partir da dosagem de
citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) e da producé&o de 6xido nitrico (NO) em
sobrenadantes da cultura de PBMC humano tratados com EAP e EDT. Nos resultados
obtidos, foi observado que o EAP e ECV apresentaram menor citotoxicidade (CCso=
986,11 pg/mL e 999,66 pug/mL, respectivamente) quando comparados ao SbY (CCso=
412,46ug/mL). Em comparacdo a MTF (CCso= 245,81ug/mL), todos os extratos
apresentaram menor toxicidade. Na andlise da ICso para L. infantum, observou-se que
o EDT apresentou a maior atividade antiparasitaria (ICso= 53,75 pg/mL). Para L.
braziliensis, o ECV apresentou o melhor resultado com uma ICso de 144,93 pg/mL.
Em relacéo as DRs, observou-se que a MTF possui uma alta acéo leishmanicida para
as duas espécies de Leishmania. Ao avaliar os IS dos extratos, o EDT (IS=4,7) e ECV
(IS=5,2) foram os que apresentaram os melhores resultados. Em relagéo a producéao
de citocinas, foi observado que o EAP e o0 EDT induziram a producéo de citocinas do
perfil Thl em todas as concentracdes, além de induzir a producéo de IL-10 de forma
dose-dependente (p-value= 0,031). Ao analisar a correlacdo entre as citocinas
estimuladas pelo extrato EAP, observou-se que nas concentragdes da CCso e Y2 da
CCso0, 0 TNF e IL-4 obtiveram uma forte correlagéo negativa (r= -0,92) e positiva (r=
0,97), respectivamente. Avaliando a producéo de NO, houve uma maior indugéo na
maioria das concentracdes quando comparado as células sem estimulo para os dois
extratos estudados. Diante dos resultados, os extratos bioativos de MFs mostraram-
se promissores, podendo se tornarem possiveis candidatos terapéuticos para as
leishmanioses.

Palavras-chave: Atividade antiparasitaria. Imunomodulacdo. Produtos naturais.
Tratamento. Leishmanioses.
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ABSTRACT

Given the limitations in the current treatment of leishmaniases, there is a growing
search for new compounds with therapeutic potential. Targets of natural origin are
being studied, including some photosynthetic microorganisms (MFs), in which
immunomodulatory and antiparasitic potential has already been observed, in addition
to presenting a wide chemical and metabolic diversity, making them sources of active
substances that can be used in the treatment of various diseases. The study aimed to
evaluate, in vitro, the therapeutic potential of bioactive extracts of MFs in different
species of Leishmania spp. After cultivation of Arthrospira platensis (EAP), Chlorella
vulgaris (ECV), Dunaliella tertiolecta (EDT) and Tetradesmus obliquus (ETO) species,
the extracts were obtained by sonication method. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from healthy humans were treated with the extracts to determine the 50%
cytotoxic concentration (CCso) by cell viability assays. In turn, promastigotes of
Leishmania infantum and L. braziliensis were treated to determine the 50% inhibitory
concentration (ICso) by cell count. The selectivity indexes (SI) were determined by the
ratio between the CCsp and ICso values. The reference drugs (RDs) used for
comparison were Pentavalent Antimoniate (SbY) and Miltefosine (MTF). In addition,
the immunomodulatory activity was evaluated based on the dosage of cytokines (IFN-
Yy, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) and the production of nitric oxide (NO) in culture
supernatants of human PBMC treated with EAP and EDT. The results showed that
EAP and ECV presented lower cytotoxicity (CCso= 986.11 pg/mL and 999.66 pg/mL,
respectively) when compared to SbY (CCso= 412.46 pg/mL). Compared to MTF (CCso=
245.81ug/mL), all extracts showed less toxicity. In the ICsp analysis for L. infantum, it
was observed that EDT had the highest antiparasitic activity (ICso= 53.75 pg/mL). For
L. Braziliensis, ECV showed the best result with an 1Cso of 144.93 pg/mL. Regarding
DRs, it was observed that MTF has a high leishmanicidal action for both species of
Leishmania. When evaluating the IS of the extracts, the EDT (IS=4.7) and ECV (IS=
5.2) were the ones that presented the best results. Regarding cytokine production, it
was observed that EAP and EDT induced the production of Thl profile cytokine in all
concentrations, in addition to inducing a dose-dependent production of IL-10 (p-value=
0.031). When analyzing the correlation between the cytokines stimulated by the EAP
extract, it was observed that at the concentrations of CCso and %2 of CCso, TNF and IL-
4 obtained a strong negative (r=-0.92) and positive (r= 0 .97) correlation, respectively.
Evaluating NO production, there was a greater induction in most concentrations when
compared to cells without stimulation for the two studied extracts. In view of the results,
the bioactive extracts of MFs showed to be promising, and may become possible
therapeutic candidates for leishmaniasis.

Key words: Antiparasitic activity. Immunomodulation. Natural products. Treatment.
Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

Leishmaniose € um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios digenéticos do género Leishmania, o qual compreende cerca de 20
diferentes espécies (BRASIL, 2014). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a leishmaniose é uma das doencas tropicais de maior relevancia devido ao
seu amplo espectro de manifestac¢des clinicas, que variam de formas cutaneas a uma
forma visceral. Além disso, possui caracteristicas clinicas de diferentes graus de
severidade a depender das espécies de Leishmania envolvidas e da resposta imune
do hospedeiro (HEFNAWY et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes (SbY), sendo o antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) o medicamento utilizado pelo Ministério da Salde
(BRASIL, 2014; KOREA et al., 2015). Esses medicamentos estdo em uso ha cerca de
100 anos e apresentam diversas limitacdes como uma janela terapéutica estreita e
efeitos toxicos, além de falhas terapéuticas relatadas na india e Nepal devido a casos
de resisténcia do parasito (CROFT et al., 2006; PONTE-SUCRE et al., 2017,
HEFNAWY et al., 2017).

Uma alternativa terapéutica para substituir o uso dos antimoniais é a
miltefosina (Milteforan™), que possui um efeito leishmanicida. No Brasil, esta droga é
administrada apenas para os cédes, sendo a Unica disponivel para os animais, no
entanto, possui um custo elevado, impossibilitando uma utilizacdo em larga escala
(GONCALVES et al., 2019; REGUERA et al., 2016).

O tratamento atual disponivel para as leishmanioses tem sido
discutido e questionado. A alta toxicidade, os efeitos colaterais, o alto custo, a
dificuldade de adeséo e a resisténcia aos medicamentos dificultam o uso destes e em
muitos casos, se faz necessario levar em consideracéo a relacdo risco-beneficio na
decisdo de continuar com o tratamento (RODRIGUES et al., 2015; ZULFIQAR et al.,
2017). Diante dessas limitacdes, faz-se necessario constantes estudos para a
avaliacdo de novos compostos com potencial terapéutico, sem efeitos colaterais e que
nao induzam facilmente a resisténcia, deste modo aumentando o arsenal terapéutico
contra as leishmanioses (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014; HEFNAWY et al.,
2017). Um tratamento imunoterapéutico, que ndo sO atue contra o parasito, mas que

module a resposta do sistema imunoldgico do hospedeiro, pode ser uma das
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alternativas para o combate a doenca, uma vez que aumenta a resposta protetora
(SINGH; SUNDAR, 2014).

Ao longo da historia, produtos naturais foram e sdo fontes de novos
compostos para as mais diversas doencas, devido a sua diversidade de metabdlitos
(DIAS; URBAN; ROESSNER., 2012; WATERS et al., 2010). Além dos organismos
terrestres, o ecossistema marinho demonstra ser uma grande fonte de organismos
potencialmente candidatos a compostos terapéuticos (HAEFNER, 2003; KANG et al.,
2015). Como resultado da adaptacéo e sobrevivéncia em variados habitats ao longo
da evolucdo, esses microrganismos possuem a capacidade de sintetizar inUmeros
metabolitos, os quais vém atraindo estudos acerca de novas moléculas para o
emprego em industrias farmacéuticas e biotecnoldgicas (CADWELL, 2009; SHING et
al., 2005; SUGANYA et al., 2016).

O interesse na exploracédo desses microrganismos fotossintetizantes
reflete o grande potencial de produzirem diversos metabdlitos secundarios bioativos
gue demonstraram ter propriedades biologicas e farmacoldgicas, incluindo
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, anti-helminticas, anticoagulantes e
antiprotozoarias (YAMTHE et al., 2017; ALIANCA et al., 2014). Somado a isso, esses
microrganismos podem ser cultivados facilmente e em um curto tempo. Eles possuem
a capacidade de se desenvolver em cultivos artificiais exigindo apenas COg, luz e
alguns minerais, demonstrando ser uma estratégia favoravel ao meio ambiente a fim
de evitar a superexploracéo dos recursos naturais (LAURITANO et al., 2016; YAMTHE
et al., 2017).

Entretanto, poucas espécies desses microrganismos foram
exploradas, havendo pouco conhecimento sobre as atividades biolégicas desse grupo
(LAURITANO et al., 2016; YAMTHE et al., 2017), sendo necessario mais estudos que
avaliem a capacidade de se tornarem potenciais terapéuticos, inclusive para as
leishmanioses. Diante disso, esta pesquisa teve como proposta a realizagcdo de
estudos in vitro do potencial antiparasitario e imunomodulador de extratos bioativos
provenientes de microalgas e cianobactéria. Levando em consideracdo as
particularidades imunolégicas de cada forma clinica, a analise imunologica foi
realizada levando-se em consideracao a imunopatogenia da leishmaniose visceral. O
trabalho objetivou a geracdo de subsidios cientificos que propiciem a realizagdo de
estudos posteriores, como 0s ensaios in vivo, que possibilitem a utilizacdo das

moléculas desses extratos de forma aditiva ou substituta a terapia atualmente usada.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo primariamente classificadas como zoonoses
gue podem acometer os seres humanos quando estes entram em contato com o ciclo
de transmisséo do parasito, desenvolvendo-se em antropozoonoses (BRASIL, 2014).
A doenca é causada por um protozoario do género Leishmania que é transmitido ao
hospedeiro, de forma vetorial, durante o repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineos infectadas, principalmente do género Phlebotomus (Velho Mundo) ou
Lutzomyia (Novo Mundo) (ELMAHALLAWY et al., 2014; CRUZ; FREITAS-CASTRO,
2019). Existem diversas formas clinicas da doenca, que podem se manifestar desde
lesbes cutaneas até acometimento visceral (HEFNAWY et al., 2017; TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) compreende um conjunto de
manifestacdes que acometem a pele e/ou a mucosa, de forma localizada ou difusa
(BASANO et al., 2004; CONCEICAO-SILVA et al. 2014). No Brasil, a LT possui
distribuicdo ao longo de todo o territério, tendo maior incidéncia nas regiées Norte,
Nordeste e Centro-Oeste. Ha seis principais espécies de Leishmania envolvidas na
etiologia da LT no pais, valendo o destaque para trés delas: Leishmania (L)
amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (V) guyanensis
(TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Por sua vez, a Leishmaniose Visceral (LV) € considerada a forma mais
grave da doenca, podendo resultar em uma alta taxa de morbidade e mortalidade,
caso nédo seja tratada adequadamente. Ha duas espécies responsaveis por causar a
LV: Leishmania (L) donovani e Leishmania (L) infantum (syn. L. (L) chagasi)
(GONCALVES et al., 2019). Nas Américas, a espécie responséavel por causar a LV é
a L. infantum. O parasito se distribui por todo o organismo, afetando 6rgdos como o
baco, figado, rins, ganglios linfaticos e medula 6ssea. A LV também afeta o céo
domeéstico (LVC - Leishmaniose Visceral Canina), sendo esse animal considerado o
principal reservatorio de importancia epidemioldgica para a doenca (BRASIL, 2014).

Na LV, o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) € considerado o
principal reservatério de importancia epidemiolégica devido a intensa presenca de

parasitos nas regides cutaneas, além do contato mais proximos com humanos. Essas



15

condi¢cdes favorecem a contaminagdo do flebotomineo durante o repasto sanguineo

e a continuacao do ciclo de transmissao (NUNES et al., 2016).

2.2 CICLO BIOLOGICO

O protozoario do género Leishmania possui um ciclo biolégico
heteroxénico, ou seja, apresenta desenvolvimento em dois hospedeiros e possui duas
principais formas evolutivas durante seu ciclo de vida: as formas promastigotas, que
se desenvolvem no tubo digestivo do inseto vetor, e a formas amastigotas, que
residem nos macréfagos infectados do hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2014; CRUZ;
FREITAS-CASTRO, 2019).

O ciclo biolégico pode ser dividido em duas fases, de acordo com o
hospedeiro e a forma evolutiva do parasito (Figura 1). A primeira fase ocorre quando
o flebotomineo, durante o repasto sanguineo, ingere as formas amastigotas. Estas
formas se diferenciam em formas promastigotas e multiplicam por divisdo binaria e,
no epitélio do intestino do vetor, adquirem uma morfologia alongada, com a presenca
de um flagelo, tornando-se as formas infectantes denominadas promastigotas
metaciclicas, as quais migram para a proboscide do inseto, permitindo a inoculagéo
no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (NEVES, 2011; ROCHA et al.,
2019).

A segunda fase ocorre a partir da inoculacdo das promastigotas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado, onde estas formas sdo fagocitadas pelas
células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) e se desenvolvem para a forma
intracelular amastigota. Nos fagossomos dos macréfagos, as amastigotas multiplicam-
se exponencialmente, levando ao rompimento da membrana celular e liberando os
protozoarios que irdo parasitar novos macrofagos, disseminando o parasito no
hospedeiro. Ocasionalmente, outro fleb6tomo pode se alimentar do sangue
contaminado, podendo transmitir para outro hospedeiro durante um repasto
sanguineo, reiniciando o ciclo do patogeno (NEVES, 2011; MCGWIRE; SATOTSKAR,
2014; ROCHA et al., 2019).
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Figura 1. Ciclo biolégico do protozoario do género Leishmania.

3 4
Diferenciag@o em formas Promastigotas
promastigotas metaciclicas metaciclicas migram
(infenctante) \ \ para a probdscite do

2

Formas amastigotas se
diferenciam em formas

PI’DI’“ESUQDIBS e estas se

/\ \

Vetor inocula as
promastigotas metaciclicas
no hospedeiro vertebrado

6

/ ﬁ = Ia As promastigotas s@o
e [ : fagocitadas pelos macrofagos

Flebotomineo
ingere amastigotas

7

‘ ® ) Dentro dos macréfagos, as
. promastigotas se diferenciam
10 ‘ em amastigotas e se
multiplicam

As amastigotas podem ‘ ‘ % ‘
infect tros flebotomi
"e dar continuidade no ciclo. @9 O -

8
A membrana do macrofago e
rompida e as amastigotas
g sdo liberadas

As amastigotas podem ‘ ‘ L4 @

infectar outros macrofagos ‘. w

Fonte: a autora.

Legenda: O ciclo de bioldgico das leishmanioses inicia-se quando o vetor ingere amastigotas livres ou
macréfagos infectados. Essas formas se diferenciam em promastigotas metaciclicas, que séo
inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Essas promastigotas sé&o
fagocitadas pelos macréfagos e se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam causando a
disseminacdo no hospedeiro. Esse ciclo pode continuar caso outro vetor se alimente do sangue
contaminado.

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA A INFECGAO POR LEISHMANIA
Para desencadear a resposta imune, células apresentadoras de
antigenos (APCs: Antigen presenting cells) realizam a apresentacdo antigénica para
células T CD4+. Isso desencadeia a producdo de citocinas no local e a interagédo de
moléculas coestimuladoras, resultando na diferenciagéo de células T naive em células
T helper (Th). As células Th podem ter um perfil Thl, Th2, Th17 ou T regulador (Treg)
(AZEREDO et al., 2010).

A resposta do perfil Thl promove a produgdo de citocinas inflamatorias,
ativando macréfagos e desencadeando a destrui¢cdo do parasito. Essa via de ativagao
relaciona-se com a resolucéo do processo infeccioso (KUMAR; ENGWERDA, 2014).
Neste perfil de resposta, quando as APCs sao ativadas por um receptor Toll-like (TLR:

Toll-like receivers), ha producdo de interleucina 12 (IL-12), que estimula a producéo
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de fator de necrose tumoral (TNF: Tumor necrosis factor) por macréfagos ativados,
linfécitos T e células natural killer (NK). O TNF desempenha papel relevante na
protecdo contra o parasito na imunopatogenia das leishmanioses, juntamente com
interferon gama (INF-y) (KUMAR; ENGWERDA, 2014). Este efeito protetor pode estar
relacionado ao controle da carga parasitaria, ja que essas citocinas atuam ativando a
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (INOS: inducible nitric oxide synthase) que
contribui para a producéo de NO pelo macréfago, promovendo a morte do parasito
intracelularmente e contribuindo para o controle da infeccdo (BOGDAN et al., 2000;
KUMAR; ENGWERDA, 2014; CARNEIRO et al., 2016). Além disso, as citocinas
interleucina 2 (IL-2) e IL-12 atuam na reestimulacdo dessas citocinas responsaveis
pela sintese de NO, causando a inibicdo da proliferacdo do parasito e a diferenciacéo
de células Treg (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016).

A compreenséo das vias que induzem a resposta do perfil Th2 ainda é incerta,
mas sabe-se que a producéo de interleucina 4 (IL-4) e interleucina (IL-10) é promovida
por essa resposta (ABELES et al., 2012; KHANDEM; UZONNA, 2014). As citocinas
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B) facilitam
a proliferagd@o parasitaria, através da inibicdo da producgéo de IFN-y e TNF, além de
serem responsaveis pela proliferagdo e diferenciagdo das células B, o que permite
maior ativacao do perfil Th2 (FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013; SRIVASTAVA et
al., 2016).

Tem-se ainda que as células Th17 se diferenciam a partir dos linfécitos T CD4+
na presenca de TGF-f3 e IL-6. O perfil Th17 produz concentragdes elevadas de IL-21,
gue é um fator de amplificacdo importante para a inducdo das células Thl7. As
citocinas IL-6 e IL-21 estimulam a expressao de receptores de IL-23 nas células Th17,
fazendo com que a IL-23 atue sobre essas células estabilizando o seu fendtipo.
Embora ndo esteja completamente esclarecido, a literatura sugere que as células
Th17 migram para o local inflamado, recrutando outras células T pré-inflamatorias,
tais como Th1l, neutrofilos e células da resposta imune inata (SCOTT; NOVAIS, 2016).
As células Th17 estdo associadas a producéo de IL-17, que aumenta a producao de
mediadores inflamatorios, como IL-1, IL-6, TNF e iINOS. A producao de IL-17 durante
a infeccao por Leishmania braziliensis e a correlacdo direta com a citocina TNF sugere
que a IL-17 possa ter um papel relevante no progresso da LT com inflamacéo
exacerbada (PEREIRA-CARVALHO et al., 2013).
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No contexto da LV, o perfil Th2 estimula o desenvolvimento de uma resposta
imune humoral que leva a uma superproducao de imunoglobulinas por células B. Esse
processo favorece a formacdo de imunocomplexos que terminam depositados em
orgaos do hospedeiro. Além disso, células como mastécitos séo ativadas e geram
mediadores inflamatoérios que resultam em alteragdes nos tecidos e em sintomas da
doenca (FREITAS; NUNES-PINHEIRO; 2013).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

A LT pode ser subdividida em quatro formas clinicas principais
(Tabela 1) e as manifestac6es dependem de fatores como a espécie do parasito e a
resposta imunoldgica do hospedeiro (BRASIL, 2007; HANDLER et al., 2015; ROCHA
et al., 2019).

Tabela 1. Tipos de leishmaniose tegumentar, suas manifestacdes clinicas e principais espécies
envolvidas.

FORMA CLINICA MANIFESTACAO ESPECIES

Leishmania braziliensis,

A i LesOes nodulares no local de inoculacao X X
Cuténea localizada & L. guyanensis, L. Major

das promastigotas

e L. tropica
Cutanea difusa Les6es nodulares distribuidas por todo o L. amazonensis
corpo
Cuténea Lesbes nédo contiguas formadas pela o
disseminac&o do parasito por via linfatica L. braziliensis

i min éni
disseminada e/ou hematogénica

A Lesdes que cometem mucosas, o
Mucocutanea principalmente a nasal, formando lesdes L. braziliensis
ulcera-infiltrante

Fonte: a autora (baseada em BRASIL, 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017; ROCHA et al., 2019).

Em maior parte dos casos de LT, as les6es sdo capazes de cicatrizar
sem intervencao terapéutica. Entretanto, esta cura espontanea pode levar meses ou
anos. Além disso, pode ser encontrado DNA parasitario mesmo apés o tratamento e
cura clinica dos pacientes (CARVALHO; WILSON,2017; ROCHA et al., 2019).
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A LV apresenta um amplo espectro clinico, que pode variar desde
sinais sutis até manifestac6es moderadas ou severas que, se nao tratadas, possuem
0 potencial de causar a morte do paciente (BRASIL, 2014). A forma assintomatica se
caracteriza por sorologia positiva sem apresentagao de sinais e sintomas da doenca.
Na forma oligossintomatica, ha a presenca de sinais clinicos discretos como febre e
hepatomegalia e/ou esplenomegalia discreta. A forma classica pode ser observada a
partir de manifestacfes mais acentuadas, como hepatoesplenomegalia mais grave,
febre persistente e, geralmente, apresenta associagcdo com infeccfes secundarias
(LEMOS et al., 2019). Além disso, linfonodomegalia, pancitopenia e caquexia sao
sinais frequentes (KARIMI et al., 2015).

2.5 METODOS DIAGNOSTICOS

O diagnéstico das leishmanioses deve ser baseado em dados
epidemiolégicos, achados clinicos e laboratoriais. Os exames laboratoriais sao
baseados na deteccdo direta do parasito (testes parasitolégicos), na deteccéo de
anticorpos anti-Leishmania (testes soroldgicos) ou deteccdo do DNA do parasito
(testes moleculares) (BRASIL, 2007; GOMES et al., 2014; ARONSON et al., 2016).

O padréo-ouro para o diagnostico da LV é feito pelo encontro de
formas amastigotas do parasito em material biolégico obtido preferencialmente por
meio de puncdo da medula Ossea. Apesar da puncdo aspirativa esplénica ser o
método que oferece maior sensibilidade (90-95%) para pesquisa do parasito,
recomenda-se a punc¢do aspirativa da medula 6ssea (sensibilidade de 76-85%) por
ser um procedimento mais seguro (Sundar, 2002). Ja para a LT, a pesquisa direta é
realizada pela identificacdo de formas amastigotas em esfregacos por escarificacao
da borda interna da lesdo, imprint do fragmento cutaneo da biopsia ou puncéo
aspirativa (BRASIL, 2017). A pesquisa direta em escarificados da lesdo possui uma
baixa sensibilidade (50-70%) quando comparada a identificagdo de parasitos em
amostra de bidpsia (sensibilidade de 70-100%) (VEGA-LOPEZ, 2003; ANDRADE et
al., 2005).

Os testes sorolégicos possuem a finalidade de identificar anticorpos
anti-Leishmania no soro de pacientes suspeitos, podendo ser identificados por teste
imunoenzimatico, imunofluorescéncia indireta, aglutinagdo direta, entre outros
(ANVERSA et al., 2017). No entanto, para casos de LV, o Ministério da Saude

recomenda a utilizacdo do teste rapido imunocromatografico com o antigeno
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recombinante rk39, o qual possui uma boa sensibilidade (EJAZI; ALI, 2013). Ja para
a LT, asorologia ndo € indicada como critério isolado de cura ou recorréncia (BRASIL,
2017).

Os testes moleculares, especialmente a PCR quantitativa em tempo
real (QPCR), possuem uma alta sensibilidade e especificidade na detec¢éo de fragcoes
do DNA do parasito, sendo uma alternativa aos desafios encontrados nas técnicas
parasitologicas e sorolégicas. Além disso, possibilita 0 acompanhamento dos niveis
de carga parasitaria no paciente (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009; 2013).

2.6 TRATAMENTO

No Brasil, o0s compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes
(Sh'), foram utilizados pela primeira vez no tratamento da LT em 1913. Na LV, a droga
s6 foi utilizada dois anos depois. Os derivados pentavalentes (SbY), sé foram
introduzidos na década de 40 e, desde entdo, os mesmos tém sido considerados como
drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses. Seu mecanismo de
acdo ainda nado esta totalmente elucidado, mas sabe-se que atua nas formas
amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos
graxos. Nos ultimos anos, doses progressivamente maiores dos antimoniais tém sido
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Centro de Controle
de Doengas (CDC) dos Estados Unidos da América devido ao aparecimento de
resisténcia primaria do parasito a essas drogas (BRASIL, 2014; BRASIL, 2007).

O principal efeito colateral do antimoniato-N-metilglutamina é
decorrente de sua acdo sobre o aparelho cardiovascular. Além disso, induzir
artralgias, adinamia, anorexia, dor no local da aplicacdo e aumento da diurese por
perda transitéria da capacidade de concentracdo urinaria (BRASIL, 2014; BRASIL,
2007).

Como tratamento alternativo para a LT, é indicado a Pentamidina, e
por sua vez, para a LV, a Anfotericina B é a indicada (BRASIL, 2014; CONCEICAO-
SILVA et al. 2014). Estes medicamentos de segunda escolha possuem uma alta
eficacia contra parasitos resistentes, mas os efeitos adversos, a via de administracao,
tempo de tratamento e o alto custo séo os principais desafios (HEFNAWY et al., 2017);
YAMTHE et al., 2017). A Anfotericina B é altamente tdxica as células do endotélio
vascular e gera complicacdes renais em praticamente todos os pacientes durante o

tratamento assim como a Pentamidina que, além de gerar comprometimento renal,
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também pode levar a insuficiéncia hepatica e provocar disturbios no metabolismo da
glicose, sendo necesséario o acompanhamento glicémico durante todo o tratamento
(BRASIL, 2014; BRASIL, 2007).

Para o tratamento da LVC, em 2016 foi aprovado o uso da miltefosina
(Milteforan™) no Brasil e segue sendo a Unica escolha para os cdes (GONCALVES
et al., 2019). O uso do medicamento promove a cura clinica de cées infectados pois,
com a continuidade do tratamento, ha uma diminuicdo da carga parasitaria no
organismo resultando em uma reducao no potencial de infec¢céo do flebotomineo e na
transmissao da LVC (ALBUQUERQUE; LONGUINE, 2018; SOUSA et al., 2020).
Entretanto, ndo ha cura parasitoldgica, uma vez que o parasito pode permanecer nos
tecidos linfoides do animal, sendo necessario 0 acompanhamento veterinario para

identificar possiveis recidivas (SOUSA et al., 2020).

2.7 INOVAGAO TERAPEUTICA

Devido a sua natureza multifacetada, as leishmanioses apresentam
respostas variaveis aos tratamentos, que sao influenciados por diferentes fatores
como a espécie do parasito, a imunidade do hospedeiro e a ocorréncia de infec¢des
simultdneas, tornando desafiador o combate a doenca. Apesar dos progressos
alcancados na area da saude, os tratamentos disponiveis atualmente séo téxicos,
onerosos e de uso prolongado, o que dificulta a sua acessibilidade para as pessoas
afetadas (INICIATIVA MEDICAMENTOS PARA DOENCAS NEGLIGENCIADAS,
2019).

Para desenvolver novos medicamentos de forma eficaz é importante
a realizacdo de um planejamento com base no mecanismo de acao e estrutura do
composto. Entretanto, estudos sobre medicamentos para o0 tratamento das
leishmanioses ainda ndo apresentam um método experimental uniformemente
padronizado (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014).

2.7.1 Produtos Naturais

Alvos terapéuticos de origem natural vém sendo investigados, dentre
eles, alguns microrganismos fotossintetizantes, os quais ja foram observados com
potencial imunomodulador e leishmanicida e, por apresentarem uma ampla
diversidade quimica e metabdlica, sdo fontes de substancias ativas que podem ser
utilizadas no tratamento de varias doencas (FREILE-PELEGRIN et al., 2008;
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TEMPONE; MARTINS-DE-OLIVEIRA; BERLINK, 2011; YAMTHE et al., 2017). As
microalgas e cianobactérias possuem varias vantagens em comparacao aos demais
organismos na producdo de bioativos de interesse industrial devido aos seus
requisitos nutricionais minimos, reduzindo o custo de producdo. Além disso, em
diferentes condicbes de cultivos, os mesmos microrganismos podem sintetizar
diferentes metabdlitos bioativos podendo, assim, serem amplamente explorados
(BODE et al., 2002; MATOS et al., 2018).

O género Arthrospira, pertencente a familia Phormidiaceae, inclui um
grupo de cianobactérias filamentares que possuem uma disposi¢éo celular em espiral
envolta por uma fina camada de protecéo, cujas paredes transversais sao visiveis ao
microscopio (Figura 2A). Coloracéo verde, tricomas ndo ramificados e a presenca de
septos entre as células sdo caracteristicas tipicas do grupo (ARAUJO; FACCHINETTI;
SANTOS, 2003). Vérios estudos tém se concentrado no potencial dessa cianobactéria
como fonte de compostos bioativos que ajudam a diminuir o risco de doencas cronicas
(RAPOSO; DE MORAIS, 2015). Aléem disso, a espécie Arthrospira platensis esta
ganhando cada vez mais relevancia como um agente antimicrobiano natural, além de
apresentar atividades anti-inflamatérias, antioxidante, anti-toxicidade,
anticoagulantes, antineoplasica e antiprotozoarias (SUBHASHINI et al., 2004; KOKOU
et al., 2012; ALIANCA et al., 2014; ABOMOHRA et al., 2016; EBAID et al., 2017;
SILVA-JUNIOR et al., 2019).

A Chlorella vulgaris pertence a familia Oocystaceae e exibe uma
morfologia esférica, com tamanho que varia entre 2 e 10 um de didmetro (Figura 2B).
Produz pigmentos fotossintéticos com capacidade de utilizac&o entre os mais variados
setores, desde o alimenticio ao medicinal (LIU et al., 2015; NURACHMAN et al., 2015).
Demostrando uma significativa capacidade fotossintética, esta alga verde é rica em
micronutrientes, clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e acidos graxos. Somado
a isso, a C. vulgaris é uma espécie de grande interesse bioldgico e farmacoldgico,
possuindo propriedades de protecdo contra 0 estresse oxidativo, processos
cancerigenos e doencgas cronicas (PANHAI et al., 2015).

A espécie de alga verde pertencente a familia Dunaliellaceae,
denominada Dunaliella tertiolecta, apresenta um tamanho que pode variar de 3 a 13
um de largura e 5 a 25 pm de comprimento (Figura 2C). Uma importante caracteristica
da espécie € a sua grande capacidade de tolerancia a altas concentracdes de sal,

permitindo o crescimento em meios salinos que seriam indspitos para a maioria dos
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organismos, diminuindo assim a probabilidade de contaminag&o do cultivo (BINTE-
SAFIE et al., 2018). Segundo Skjanes et al. (2013), esta microalga € uma fonte de
compostos farmacéuticos, tais como betacaroteno, luteinas, acido linoleico, além de
vitaminas C e E. Os autores mencionam que testes farmacolégicos realizados com D.
tertiolecta demonstraram atividades anti-hipertensivas, broncodilatadoras, efeitos

antiserotonérgicos, bloqueio polissinaptico e efeitos analgésicos.

Figura 2. Células dos microrganismos fotossintetizantes observados em microscopio 6ptico (40x).

2

Fonte: Imagens A, B e C: acervo pessoal; Imagem D: Culture collection of algae and protozoa.
Legenda: A: Arthrospira platensis; B: Chlorella vulgaris; C: Dunaliella tertiolecta; D: Tetradesmus
obliquus.

Apesar dos estudos que demonstram as diversas atividades

biolégicas dos microrganismos fotossintetizantes (AMARO; GUEDES; MALCATA,
2011; ATHIBI; AL-MAYAH; KHALAF, 2014; EL GAMAL, 2010; LAURITANO et al.,
2016), poucas espécies foram exploradas havendo pouco conhecimento sobre o
potencial terapéutico desse grupo (LAURITANO et al., 2016; YAMTHE et al., 2017),
sendo necessario mais estudos que avaliem a capacidade de se tornarem potenciais
terapéuticos, inclusive para as leishmanioses. Diante disso, esta pesquisa tem como
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proposta a realizagdo de estudos in vitro acerca do potencial terapéutico de extratos
bioativos provenientes de microrganismos fotossintetizantes para o tratamento das

leishmanioses.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o potencial terapéutico de extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes contra diferentes espécies do género Leishmania

Spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a concentracdo citotoxica de 50% (CCso) dos extratos
bioativos de microrganismos fotossintetizantes em células mononucleares do sangue
periférico de humanos;

b) Avaliar a concentracdo inibitoria de 50% (ICso) dos extratos
bioativos de microrganismos fotossintetizantes em formas promastigotas de diferentes
espécies de Leishmania,

c) Avaliar a producdo das citocinas dos perfis Thl e Th2 em
sobrenadante de cultura de PBMC humano;

d) Analisar a producdo de 6xido nitrico em sobrenadante de cultura
de PBMC humano;

e) Comparar os indices de seletividade e atividade imunomodulatéria
dos extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes com as drogas de

referéncia para o tratamento das leishmanioses.

4. METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO DOS EXTRATOS NATURAIS
A cianobactéria Arthrospira platensis (Utex, 1926) e as microalgas

Chlorella vulgaris (Utex 1803) e Dunaliella tertiolecta (Utex, 1644) foram selecionados
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a partir da colecdo de cultura da Universidade do Texas (Utex, 2010). A microalga
Tetrademus obliquus (SISGEN A5F5402) foi isolada do acude de Apipucos em Recife-
PE. Estes microrganismos fotossintetizantes foram obtidos a partir da parceria com a
equipe da Dra. Raquel Pedrosa Bezerra da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

Os cultivos das microalgas foram realizados em uma concentracao
celular inicial de 50mg/mL, com seus respectivos meios de cultura (Bold’s basal e
BG11) em um volume de 400 mL, a uma temperatura de aproximadamente 28°C e
iluminancia de 24pumol fétons m2 s?. O cultivo da cianobactéria foi realizado sob
condicBes autotroficas em frascos de Erlenmeyers com volume de cultivo de 100 mL
de meio padrdo Schldsser, descrito por Schlésser (1982), em mesa agitadora com
frequéncia de agitacéo de 100 rpm, em uma concentracao celular inicial de 50 mg/mL,
temperatura de aproximadamente 28°C e iluminancia de 24 pmol fétons m=2 s,

A concentracdo celular foi determinada por turbidimetria utilizando
uma curva de calibracdo em funcao da biomassa seca. Apos a finalizacdo do cultivo,
a biomassa foi liofilizada, ressuspendida em um tampéao Tris HCL 0,1M e entédo as
proteinas foram extraidas pelo método de ultrassonicacao, através de 20 pulsos de
60 segundos com intervalo de 60 segundos entre cada pulso. Apés centrifugacao para
obtencéo do sobrenadante proteico, a dosagem das proteinas foi realizada utilizando
o kit BCA (BCA™ Protein Assay Kit, Thermo-Scientific).

4.2 CULTIVO DAS ESPECIES DE LEISHMANIA

As formas promastigotas das espécies de Leishmania infantum
(MHOM/BR/1972/BH46) e Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram
cultivadas e expandidas em meio Schneider (SIGMA) com 10% de soro bovino fetal
(SBF) até a fase de crescimento exponencial.
4.3 OBTENGAO DO ANTIGENO SOLUVEL

Para obtencao do antigeno soltvel de L. infantum (L. infantum soluble
antigen: LSA-Li), a massa parasitaria foi submetida a trés lavagens em Tampéo
Fosfato-Salino (Phosphate Buffered Saline: PBS) (pH 7,2) a partir de centrifugacéo a
1000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -
20°C. O pellet resultante foi ressuspendido em 1mL de PBS para cada 1x10° parasitos.
Em seguida, foram acrescentados 10mg de inibidor de proteases (Phenylmethyl-

Sulfony Floride: PMSF) para cada 1mL da solug&o. As células foram submetidas a
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rapidos ciclos de congelamentos (-197°C) em nitrogénio liquido e descongelamentos
(40°C) em banho-maria. Posteriormente, a suspensdo celular foi submetida ao
processo de ultrassonicacdo, trés pulsos de 60 segundos sob 40W, e entdo
centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi
coletado, as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e,

posteriormente, foi estocado a -80°C para utilizacdo nos ensaios de cultura celular.

4.4 OBTENGAO DE PBMC HUMANO

Para a obtencdo de Células Mononucleares do Sangue Periférico
(Peripheral Blood Mononuclear Cells: PBMC), foram coletados, aproximadamente,
20mL de sangue de seis humanos saudaveis (VIANA et al., 2018) em tubos a vacuo
com heparina.

Apbs a coleta, o sangue heparinizado foi adicionado ao Ficoll-
hypaque juntamente com PBS (pH 7,2) na propor¢cdo de 1:3, posteriormente foi
submetido a centrifugacédo a 900 x g, sem freio, durante 30 minutos a fim de obter o
anel de PBMC. As ceélulas foram lavadas duas vezes em PBS e, entdo,
ressuspendidas em 1mL de meio RMPI 1640. Em seguida, as células foram contadas
em camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan (1:10). O valor de células
obtido foi ajustado para a concentracdo de 1x10° células/mL através da adicdo de

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF e 1% de penicilina/estreptomicina.

4.5 AVALIACAO DA CONCENTRAGAO CITOTOXICA DE 50% (CCso)

Para a realizag&o dos ensaios de CCso, PBMC de humanos saudaveis
foram cultivados em placas de 96 pocos, contendo 1x10° células/mL em 200uL, com
o tratamento dos extratos bioativos e as drogas de referéncia (Glucantime® e
Milteforan™) em concentracGes que variaram de 1000 a 62,5 pg/mL. Apds incubacéo
durante 24 horas, foi realizada uma centrifugagdo a 2500 x g durante 5 minutos
(BASAK et al., 2017). O sobrenadante foi entdo descartado e o método colorimétrico
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide), na concentragcéao
de 1mg/mL, foi realizado para avaliar a viabilidade celular, através da leitura em um

espectrofotdbmetro com um comprimento de onda de 540nm (MOSMANN, 1983).
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4.6 AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA DE 50% (I1Cs0)

Para a realizagéo dos ensaios de ICso, as formas promastigotas das
espécies de L. infantum e L. braziliensis foram cultivadas em placas de 96 pocos,
1x108 células/mL e 3x10° células/mL, respectivamente, com o tratamento dos extratos
bioativos e com as drogas de referéncia. Para os extratos bioativos foram utilizadas
concentracfes que variaram de 500 a 15,6 pg/mL (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI
et al., 2017) e para as drogas de referéncia as concentracdes variaram de 250 a 7,8
Hg/mL para o Glucantime® e 4 a 0,1 ug/mL para o Milterforan™ (MORAIS-TEIXEIRA
et al., 2011). Apés a incubacdo em estufa de demanda bioguimica de oxigénio
(Biochemical Oxygen Demand: BOD) por 48 horas a uma temperatura de 26°C
(KHADEMVATAN et al., 2017), as promastigotas foram avaliadas e quantificadas em

camara de Neubauer com auxilio de microscopia 6ptica.

4.7 DETERMINAGAO DO iNDICES DE SELETIVIDADE (IS)

Os indices de seletividade dos extratos foram determinados pela
razdo entre o valor da CCso e 0 valor da ICso, sendo considerados promissores 0s
extratos que apresentaram 1S>10,0 ou com CCsp elevada e ICso baixa (WENIGER et
al., 2001; SHARIFI et al., 2018). Ap6s a determinagdo, os IS dos extratos foram
comparados aos IS das drogas de referéncia (Glucantime® e Milteforan™) a fim de
observar se os extratos sdo mais seletivos ao parasito sem causar danos a viabilidade

das células humanas.

4.8 ANALISE DA RESPOSTA IMUNE

Para analise da resposta imune, seis individuos saudaveis, sem sinais
clinicos, que ndo receberam transfusdo sanguinea e que foram negativos nos testes
moleculares realizados para as leishmanioses foram enquadrados na pesquisa.

As culturas de PBMC humano foram realizadas em placas de 48
pocos de poliestireno, contendo 5x10° células/poco. As células foram estimuladas
com o mitégeno Fitohemaglutinina (PHA) (10 pg/mL), o LSA-Li (25 pg/mL) e tratadas
com as drogas de referéncia (Glucantime® e Milteforan™), além dos dois extratos que
apresentaram os melhores resultados na inibigao dos parasitos de L. infantum, a partir
dos dados obtidos nos experimentos descritos anteriormente. As concentragdes das
drogas de referéncia e dos extratos bioativos foram os valores da CCso, ¥2 da CCso, ¥4

da CCso e ICso obtidos. Os pogos contendo células sem estimulo ou tratamento foram
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consideradas como o controle negativo e o estimulo PHA como controle positivo.
Posteriormente, as células foram incubadas por 48 horas em estufa com 5% de COz,
a 37°C. Apos o tempo de cultivo, foi realizada uma centrifugacéo de 1.800 x g durante
10 minutos. Em seguida, 300uL dos sobrenadantes foram coletados e estocados a -
20°C para a dosagem das citocinas e 6xido nitrico (Nitric Oxide: NO).

4.8.1 Avaliacéao da Producéao de Citocinas

A partir do sobrenadante do cultivo de PBMC, foi realizada a dosagem
da producéo de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) utilizando o kit BD™ CBA
Human Th1/Th2 Cytokine (Becton Dickinson). Uma curva padréo foi preparada com
diluicdo até 1:256. As beads de captura foram misturadas e adicionadas nos tubos de
ensaio, logo apos, cada amostra foi adicionada, seguida do reagente de deteccao. Os
tubos foram incubados durante trés horas a temperatura ambiente e protegido da luz.
Em seguida, foi realizado o processo de lavagem com PBS e o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. O pellet de beads foi ressuspendido em 300uL de
solucédo tampéao. A aquisicdo de 1800 eventos foi realizada no Citbmetro de fluxo
FACS Calibur (Becton Dickinson), presente no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
da FIOCRUZ-PE, conforme as instru¢cbes do fabricante. Os resultados foram
analisados utilizando o software FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson) e expressos pela

subtracdo obtida entre as culturas com tratamento e as culturas sem tratamento.

4.8.2 Avaliacdo da Producéo de Oxido Nitrico

A producéo de NO foi avaliada indiretamente a partir da medicéo do
nitrito nos sobrenadantes das culturas de PBMC humano, através da reacao de Griess
(Resende et al., 2013). Os estimulos (LSA-Li, Glucantime, Miltefosina e os extratos

bioativos) foram comparados ao controle negativo (PBMC sem estimulo).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para determinacdo do valor da CCsp e ICso foram realizados os
calculos de sobrevivéncia e inibicdo celular. Diante do valor de inibi¢éo, foi realizada
uma analise de regressao por PROBIT através do software IBM SPSS Statistic 25, em
gue foi selecionado a concentragdo que inibiu 50% das células dos hospedeiros

humanos e das espécies de Leishmania.
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Por meio da estatistica descritiva, foram realizadas analises
comparativas. Foi aplicada o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e para
comparacdes entre dois grupos foi realizado o teste T de Student, quando
paramétricos, ou teste de Mann-Whitney, quando ndo paramétricos. Enquanto a
comparacao entre mais de dois grupos foi realizada por analise de variancia ANOVA
One-way com Pos Teste de Tukey (paramétrico) ou Kruskal-Wallis com Pos-Teste de
Dunns (ndo paramétrico).

As analises de correlacdo entre as citocinas foram realizadas atraves
do teste de Pearson, quando paramétricos, e teste de Spearman, quando nao
parameétricos. As aplicacdes de todos os testes foram realizadas através do software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc. 2007, San Diego, CA, USA), sendo

considerada a diferenca estatistica significativa quando p-value < 0,05.

4.10 QUESTOES ETICAS, FINANCEIRAS E ESTRUTURAIS

Em todos os procedimentos de coleta do material biolégico, os
participantes foram convidados a participar da pesquisa e assinar um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando a utilizacdo do material
coletado para fins cientificos. Além disso, este estudo estd inserido no projeto
“‘Avaliagdo do potencial imunomodulador e profilatico de novos antigenos de
Leishmania spp. candidatos ao desenvolvimento de novas terapias e/ou vacinas
contra as leishmanioses”, que possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do IAM/FIOCRUZ-PE (parecer n° 4.077.060 CAAE: 89972718.8.0000.5190),
(ANEXO A).

Todos os processos de cultivo e obtencdo dos extratos bioativos
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia do Centro de Apoio a Pesquisa
(CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Enquanto os
demais experimentos foram realizados no Laboratério de Imunoparasitologia (LIMP)
do Departamento de Imunologia e no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do
IAM/FIOCRUZ-PE, durante o periodo de agosto de 2020 a agosto de 2022.

O projeto obteve financiamento préprio APQ FACEPE: 08562.11/22,
PROEP IAM — 005-22-2-38, CNPg/PROEP/FIOCRUZ - 400711/2019-2.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO CITOTOXICA DE 50% (CCso)

Nos resultados de viabilidade celular obtidos em PBMC humano, foi
observado que os extratos de Arthrospira platensis e Chlorella vulgaris apresentaram
0s maiores valores de CCso, 986,11 pg/mL e 999,66 pg/mL respectivamente,
mostrando que foram 0s extratos que causaram a menor toxicidade em células
humanas (Figura 3). J& o extrato de Tetrademus obliquus apresentou valor de 659,57
pHg/mL e o extrato de Dunaliella tertiolecta demonstrou o menor valor (252,55 pug/mL).

Analisando as drogas de referéncia, o Milteforan™ (MTF - Miltefosina)
apresentou uma CCso de 159,59 pg/mL, demonstrando alta toxicidade ao PBMC
humano e, por sua vez, o valor para o Glucantime® (SbY - Antimonial Pentavalente)

foi de 412,46 ug/mL. A Tabela 2 expressa os valores de CCso.

Tabela 2. Concentracéo citotoxica de 50% (CCso) dos extratos bioativos e drogas de referéncias em
células humanas.

CCso (ug/mL)
Arthrospira Chlorella Dunaliella Tetradesmus v
. ) . ) Shb MTF
platensis vulgaris tertiolecta obliquus
986,11 999,66 252,55 659,57 412,46 159,49

Fonte: a autora.
Legenda: SbY: antimonial pentavalente. MTF: miltefosina.
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Fonte: aa
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5.2 AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA DE 50% (ICs0) PARA PROMASTIGOTAS DE
LEISHMANIA SPP.

Ao avaliar os valores de ICso para promastigotas de L. infantum
observou-se que o extrato de Dunaliella tertiolecta apresentou uma ICso de 53,75
pHg/mL, indicando ser o extrato com maior atividade contra L. infantum (Figura 4).
Observou-se que o extrato de Arthrospira platensis apresentou o maior valor (259,2
pug/mL), indicando ser o extrato menos toxico. Por sua vez, os extratos de Chlorella
vulgaris e Tetrademus obliquus apresentaram valores de ICso de 192,12 pg/mL e
224,42 pg/mL, respectivamente. As drogas de referéncia, SbY e MTF, apresentaram
195,15 pug/mL e 1,23 pg/mL, respectivamente, este ultimo demonstrando a maior
atividade leishmanicida.

Por outro lado, para os ensaios com L. braziliensis, observou-se que
0 extrato bioativo de Chlorella vulgaris apresentou uma ICso de 144,93 pg/mL,
indicando ter a maior atividade inibitoria entre os extratos estudados (Figura 5). Por
sua vez, o extrato de Arthrospira platensis apresentou uma ICso de 279,96 pug/mL, o
extrato de Dunaliella tertiolecta demonstrou uma ICso de 284,41 pg/mL e o extrato de
Tetradesmus obliquus indicou um valor de 233,94 ug/mL. As drogas de referéncia,
SbY e MTF, apresentaram 119,46 pg/mL e 1,02 pg/mL, respectivamente, este Ultimo
demonstrando a maior atividade leishmanicida para a espécie. A Tabela 3 expressa

os valores de ICsp.

Tabela 3. Valores de concentra¢éo inibitéria de 50% (ICso) para formas promastigotas de L. infantum
e L. braziliensis frente aos extratos e drogas de referéncias.

ICso (Ug/mL)
A. C. D. T

. \%
platensis vulgaris tertiolecta  obliquus Sb MTF
L. infantum 259,2 192,12 53,75 224,42 195,15 1,23
L. braziliensis 279,96 144,93 284,41 233,94 119,76 1,02

Fonte: a autora.
Legenda: SbhY: antimonial pentavalente. MTF: miltefosina.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia das promastigotas de L. infantum tratadas com os extratos bioativos

de microrganismos fotossintetizantes e com as drogas de referéncia.
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Legenda: Sb": antimonial pentavalente.

Fonte: a autora.



Figura 5. Taxa de sobrevivéncia das promastigotas de L. braziliensis tratadas com os extratos
bioativos de microrganismos fotossintetizantes e com as drogas de referéncia.
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Fonte: a autora.
Legenda: SbhY: antimonial pentavalente. MTF: Miltefosina.

5.3 COMPARACAO DOS INDICES DE SELETIVIDADE

34

Ao avaliar os indices de seletividade (IS) dos extratos para L.

infantum, a C. vulgaris apresentou o melhor resultado, tendo 1S=5,2 e indicando ser

cerca de 5 vezes mais seletiva ao parasito do que as células humanas. Enquanto o

extrato de A. platensis, D. tertiolecta e T. obliquus demonstraram, respectivamente,

IS= 3,8, 1S=4,7 e I1S=2,94.

Para as drogas de referéncias, os resultados demostraram que o SbY

possui baixa seletividade ao parasito, tendo 1S=2,11 para L. infantum. J4& a MTF
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apresenta 1S=129,6 indicando ser altamente seletivo para as promastigotas de L.
infantum.

Ao avaliar os IS dos extratos para L. braziliensis, a C. vulgaris
apresentou o melhor resultado, tendo 1S= 6,89 e indicando ser cerca de 6 vezes mais
seletiva ao parasito do que as células humanas. Enquanto o extrato de A. platensis,
D. tertiolecta e T. obliguus demonstraram, respectivamente, 1S= 3,52, 1S=0,89 e
1S=2,82.

Para as drogas de referéncias, os resultados demostraram que o SbhY
possui baixa seletividade ao parasito, tendo 1S=3,45 para L. braziliensis. Ja a MTF
apresenta 1S=156,36 para células humanas, indicando ser altamente seletivo para as

promastigotas de L. braziliensis. A Tabela 6 expressa os indices de seletividade.

Tabela 4. indice de seletividade dos extratos bioativos e drogas de referéncias para L. infantum e L.
braziliensis.

IS
A. C. D. T. v
platensis vulgaris tertiolecta obliquus Sb MTF
L. infantum 3,80 5,20 4,70 2,94 2,11 129,60
L. braziliensis 3,52 6,89 0,89 2,82 3,45 156,36

Fonte: a autora.
Legenda: IS: indice de seletividade; Sb¥: antimonial pentavalente; MTF: miltefosina.

5.4 ANALISE DA RESPOSTA IMUNE

5.4.1 Avaliagdo da Producao de Citocinas

Foi possivel observar que os extratos de A. platensis e D. tertiolecta
induziram a producéao de citocinas do perfil Thl em todas as concentragdes estudadas
(Figura 6 e 7). Além disso, os extratos induziram a producéo da citocina IL-10 (perfil
Th2) de forma dose-dependente, apresentando diminuicdo gradativa de acordo com
0 aumento da concentracédo dos extratos, havendo uma diferenca estatisticamente
significativa entre as concentragdes, tanto para o extrato de A. platensis (p-value:

0,031) como para o extrato de D. tertiolecta (p-value: 0,007).
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Figura 6. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com o extrato bioativo de
Arthrospira platensis.
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Fonte: a autora.
Legenda: CCso (Concentragéo Citotdxica de 50%); ICso (Concentragao Inibitéria de 50%); LSA-Li
(Antigeno Soluvel de Leishmania infantum); Ap (Arthrospira platensis). * (p-value < 0,05).

Figura 7. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com o extrato bioativo de
Dunaliella tertiolecta.
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Fonte: a autora.
Legenda: CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracdo Inibitéria de 50%); LSA-Li
(Antigeno Soldvel de Leishmania infantum); Dt (Dunaliella tertiolecta). * (p-value < 0,05).
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Ao comparar os resultados obtidos do extrato de A. platensis com o
LSA-Li, foi observado que houve uma resposta protetora Thl com estimulo a producéo
de IFN-y maior do que a estimulada pelo LSA-Li em todas as concentracdes, havendo
diferenca estatistica significativa para a concentracdo da ICso, com p-value igual a
0,032. Em relagdo ao TNF, o LSA-Li induziu maiores niveis estatisticamente
significativos quando comparado as concentracdes do extrato.

Por sua vez, comparando o extrato de D. tertiolecta com o LSA-LI,
observou-se que houve uma resposta protetora Thl em todas as concentragdes, com
estimulo de TNF semelhante ao observado com o LSA-Li. Além disso, o extrato
induziu a producéo de IL-10 (p-value: 0,002) e IFN-y (p-value: 0,008) inferior ao LSA-
Li na concentracdo de CCso. A Tabela 4 apresenta os valores médios da produgéo

das citocinas ap6s o estimulo com as concentracdes de cada extrato estudado.

Tabela 5. Médias das concentragcées em pg/mL das citocinas produzidas pelas células tratadas com
0s extratos de Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta.

A. platensis (pg/mL)

Citocinas CCxo 1, CCso Y4 CCso ICso p-value
IFN-y 13,63 11,90 12,54 14,78 0,92
TNF 40,71 41,27 61,19 64,18 0,63
IL-10 48,77 137,2 229,9 255,7 0,031*
IL-4 0,21 0,33 -0,03 0,18 0,21
IL-2 -1,03 -0,46 -1,20 -0,72 0,48
IL-6 72365,50 80169,25 78747,92 82594,58 0,95

D. tertiolecta (pg/mL)

Citocinas CCxo 1 CCsp Y4 CCso ICso p-value
IFN-y -3,502 0,674 4,542 5,504 0,20
TNF 225,0 143,3 160,2 146,0 0,48
IL-10 -21,48 37,85 175,1 146,3 0,007*
IL-4 -0,038 0,20 -0,148 0,142 0,51
IL-2 -0,942 -0,43 -0,704 -1,074 0,43
IL-6 54561,87 51763,90 75698,25 70804,39 0,57

Fonte: a autora.
Legenda: CCso(Concentragdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentracéo Inibitoria de 50%); * (p-value <
0,05).

Ao analisar a correlagéo das citocinas e dos extratos, observou-se que
nas concentragdes da CCso e % da CCso do extrato de A. platensis, as citocinas TNF
e IL-4 apresentaram uma correlacdo negativa forte estatisticamente significativa (r: -
0,92; p-value: 0,02) e positiva (r: 0,97; p-value: 0,01), respectivamente. Ja para o
extrato de D. tertiolecta, houveram correlacdes fortes nas concentracdes da CCso €

ICs0, porém nenhuma estatisticamente significativa.
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Em relacdo ao estimulo da producdo de citocinas pelas drogas de
referéncia, foi possivel observar uma supressao imunolégica (Figura 8 e 9), exceto
para TNF que apresentou uma maior producdo pelas células estimuladas com a
concentragdo de ¥4 da CCsp da MTF, além da citocina IL-10 que foi produzida pelas
células estimuladas com todas as concentragdes do ShY e na concentracdo de ICso da
MTF. A Tabela 5 apresenta os valores médios da producédo das citocinas em cada
concentracdo das drogas de referéncia.

Ao analisar a correlagédo entre as citocinas para o SbY, observou-se
gue houveram correlagdes fortes nas concentracdes de %2 da CCso e ¥4 da CCso, mas
nenhuma estatisticamente significativa. Ja para a MTF, foi possivel observar
correlagcdes negativas fortes estatisticamente significativas entre IL-4 e IL-2 na
concentracéo da CCso (r: -0,97; p-value: 0,03) e entre TNF e IL-10 na concentracéo
da ICso (r: -0,99; p-value: 0,01).

Figura 8. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com o ShV.
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Fonte: a autora.
Legenda: CCso (Concentracdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentragdo Inibitéria de 50%); LSA-Li
(Antigeno Sollvel de Leishmania infantum); SbY (antimonial pentavalente). * (p-value < 0,05).



Figura 9. Dosagem das citocinas produzidas pelas células estimuladas com a MTF.
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Fonte: a autora.

Legenda: CCso (Concentracdo Citotdxica de 50%); ICso (Concentragdo Inibitéria de 50%); LSA-Li

(Antigeno Soluvel de Leishmania infantum); MTF (Miltefosina). * (p-value < 0,05).

Tabela 6. Médias das concentracdes em pg/mL das citocinas produzidas pelas células tratadas com

as drogas de referéncia.

SbY (pg/mL)

Citocinas CCxo 1 CCso Y4 CCso 1Cs0
IFN-y -2,853 -3,743 -1,335 2,000
TNF -2,603 -0,300 -0,418 0,900
IL-10 8,112 2,213 4,268 11,82
IL-4 -0,398 -0,403 -0,288 0,298
IL-2 -1,138 -1,395 -0,720 -0,640
IL-6 3224,69 642,72 2057,69 3797,36

MTF (pg/mL)

Citocinas CCsxo 1 CCso Y4 CCso ICs0
IFN-y -4,660 -4,635 -3,998 1,538
TNF -8,105 -4,945 0,635 -2,138
IL-10 -35,08 -35,16 -34,54 0,128
IL-4 -0,263 -0,39 -0,185 -0,273
IL-2 -1,670 -1,748 -1,508 -1,138
IL-6 -6926,96 -6857,52 -6755,01 676,79

Fonte: a autora.

Legenda: CCso (Concentragdo Citotoxica de 50%); ICso (Concentragdo Inibitoria de 50%); Sh":

antimonial pentavalente. MTF: miltefosina.
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5.4.2 Avaliacio da Producdo de Oxido Nitrico

Nos resultados do extrato de A. platensis, foi possivel observar que
houve uma maior producdo de NO nas concentracdes da CCsp, ¥2 da CCso € no valor
da ICso quando comparado as células sem estimulo. J& para D. tertiolecta foi
observado uma maior produgéo nas concentragdes da CCso, ¥2 da CCso e %2 da CCso.
Além disso, ambos o0s extratos demonstraram uma maior producdo quando
comparados as ceélulas estimuladas com LSA-Li, o qual demonstrou uma reducéo na
producédo de NO. Foi possivel observar também que a dosagem de NO foi diretamente
proporcional & concentracdo do estimulo (Figura 10). Diferencas estatisticas
significativas sdo observadas na maior concentracdo de cada extrato e no LSA-Li (A.
platensis: p-value= 0,017; D. tertiolecta: p-value=0,005).

As drogas de referéncia também apresentaram uma producédo de NO
maior quando comparado as células sem estimulo e as estimuladas com o LSA-Li.
Entretanto, ndo houve proporcionalidade entre as dosagens e concentracdes (Figura
10). Para o SbY, houve uma diferenca estatistica significativa nas concentracdes de Y2
da CCso (p-value: 0,028) e ¥ da CCsp (p-value: 0,023) nas células estimuladas com
LSA-Li, ja para a MTF, houve uma diferenca estatistica significativa entre a CCso €
LSA-Li (p-value: 0,041).
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Figura 10. Dosagem indireta do NO ap0s os estimulos das células com os extratos bioativos e drogas
de referéncia.
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Fonte: a autora.

Legenda: ShY: antimonial pentavalente; MTF: miltefosina; A (valor da CCso); B (metade do valor da
CCs0); C (um quarto do valor da CCsp); D (valor da ICso) e LSA-Li (Antigeno Soluvel de Leishmania
infantum — 25pg/mL); * = p-value <0,05.

5.5 COMPARAGAO DA ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA

Ao comparar a atividade imunomodulatéria dos extratos bioativos com
as drogas de referéncia, foi possivel observar que os extratos induziram a producao
de citocinas do perfil protetor para a LV, além de induzir uma reducdo gradativa da
citocina IL-10 (perfil de susceptibilidade) a partir do aumento das concentragbes dos
extratos. Enquanto as drogas de referéncia demostraram inducédo de uma supressao
imunoldgica, indicando um perfil de susceptibilidade para a LV.

Em relacdo a producdo de NO, nas células tratadas com os extratos
bioativos houve uma producdo um pouco maior quando comparado as células sem
estimulo e as estimuladas com o LSA-Li. Além disso, foi possivel observar uma
producdo diretamente proporcional a concentracdo. Por sua vez, as drogas de

referéncia também apresentaram um estimulo para a producdo de NO quando
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comparadas as células sem estimulo e estimuladas com o LSA-Li, entretanto, nédo

houve proporcionalidade entre a producéo e concentracao.

6. DISCUSSAO

Um critério bastante importante na busca de novos compostos com
atividade terapéutica para as leishmanioses € a baixa toxicidade para as células
mamiferas (BHARGAVA; SINGH, 2012). Partindo desse ponto, todos os extratos
bioativos indicam que sdo pouco toxicos, principalmente quando comparados com as
drogas de referéncia. Inclusive, esses extratos de microrganismos fotossintetizantes
demonstraram valores de CCso mais elevados do que outros organismos marinhos,
como o de Dictyota lamouroux que apresentou uma CCso de 233,10 pg/mL (ALIANCA
et al., 2014). As espécies Arthrospira platensis e Chlorella vulgaris demonstraram os
melhores resultados quanto a citotoxicidade, sendo considerados 0s menos toxicos.

Quanto a atividade antiparasitaria em L. infantum, o extrato da
Dunaliella tertiolecta foi 0 mais promissor entre 0s extratos bioativos, apresentando o
menor valor de ICso entre os microrganismos estudados. Comparando com dados da
literatura, Sousa et al. (2017) demonstraram que um dos compostos meroditerpendide
extraido da macroalga Cystoseira baccata apresentou uma ICso de 94,4 ug/mL,
mostrando que o extrato de Dunaliella tertiolecta tem uma maior atividade contra
promastigotas de L. infantum. Por sua vez, ao analisar a atividade em L. braziliensis,
a espécie Chlorella vulgaris foi a que mais se destacou entre 0s extratos,
apresentando a maior atividade leishmanicida. Ao observar dados da literatura,
Correia et al. (2019) demonstraram que o0 extrato vegetal de Myrciaria dubia
apresentou efeito contra promastigotas de L. braziliensis (ICs0>200 ug/mL), no
entanto, a ICsp ainda foi maior que ao demonstrado pelo extrato de C. vulgaris.

Em relacdo ao indice de seletividade (IS) para células humanas, o
extrato de C. vulgaris apresentou um IS acima de 6, indicando ser cerca de seis vezes
mais toxico para promastigotas de L. braziliensis do que para as células humanas,
sugerindo ser um possivel candidato terapéutico. No estudo de Alianca et al. (2014),
a espécie Dictyota mertensii demonstrou ser cerca de 3 vezes mais seletivo para as
células de Leishmania, inibindo o crescimento e a viabilidade das formas
promastigotas. Esses dados, corroboram com o resultado obtido com o extrato de C.

vulgaris. Aléem disso, ao comparar os indices de seletividade obtidos, o extrato de A.
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platensis e C. vulgaris apresentaram uma maior seletividade ao parasito do que todos
0s compostos relatados por Clementino et al. (2020) durante o estudo sobre a
atividade leishmanicida de algas marrons em L. amazonensis.

Apesar dos extratos bioativos de microrganismos fotossintetizantes
nao ultrapassarem o valor indicado (IS>10) para considera-los promissores, ndo se
pode descartar a possibilidade de uma atividade imunomodulatoria desses extratos.
Os bons resultados para CCso e ICsp sugerem que esses extratos podem ser
interessantes para investigagdes mais aprofundadas.

Ao avaliar a resposta imune induzida pelos extratos bioativos de A.
platensis e D. tertiolecta, foi observado um estimulo imunoldgico positivo das células.
Em todas as concentracdes estudas, houve um padréo geral de resposta imunoldgica,
com equilibrio entre citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias, com destaque
para as citocinas do perfil protetor (Th1l).

O extrato de A. platensis apresentou uma producéo de IFN-y e TNF
maior do que as células sem estimulo, principalmente IFN-y que apresentou uma
sintese maior quando comparado ao LSA-Li, contribuindo para o desenvolvimento de
uma resposta protetora. Além disso, foi possivel observar correlacdes negativas muito
fortes, porém nao significativas, entre TNF e as citocinas do perfil Th2, podendo
sugerir um potencial imunomodulador. A correlacdo positiva muito forte entre as
citocinas TNF e IL-4 € um resultado promissor, uma vez que 0 aumento de uma
citocina do perfil Thl, juntamente com citocinas anti-inflamatérias, podem combater o
parasito pois um equilibrio entre os dois perfis (com predominédncia de Thl) é
importante para alcancar o controle da morbidade da infeccdo (RODRIGUEZ-
CORTEZ et al., 2016). Ao analisar a producéo de NO, foi observado que o extrato de
A. platensis também induziu sua producéo, fortalecendo a hipétese promissora deste
extrato.

Por sua vez, o extrato de D. tertiolecta apresentou alta producéo de
TNF e baixa producao de IL-10, principalmente nas maiores concentracdes testadas.
A divergéncia dos resultados apresentados com os encontrados na literatura, pode
surgir devido a diferen¢a na obtencéo do extrato e, consequentemente, nas moléculas
majoritérias, uma vez que o extrato estudado foi de constituicdo proteica e nos
trabalhos de Caroprese et al. (2012) e Ciliberti et al. (2017) foram provenientes de
isolados de fitoesterois. Esse fato destaca a importancia de explorar os diversos

extratos bioativos provenientes de microrganismos fotossintetizantes e seus
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diferentes métodos de extracdo. Em relacéo a producéo de 6xido nitrico, foi observado
gue a D. tertiolecta também induziu sua producédo, havendo uma diferenca estatistica
na maior concentracao.

Diante dos resultados obtidos, o0s extratos bioativos de
microrganismos fotossintetizantes estdo apresentando resultados que poderao
contribuir para futuros estudos acerca de novas moléculas candidatas ao tratamento
das leishmanioses. Os ensaios continuardo a ser realizados para embasar os
resultados j& encontrados e continuar avaliando a acdo dos extratos bioativos,
inclusive com estudos in vivo. Dessa forma, serd possivel ter uma maior avaliacdo da

capacidade terapéutica dos extratos estudados para as leishmanioses.

7. CONCLUSOES

Os indices de seletividade dos extratos bioativos foram maiores do
gue os apresentados pelo Glucantime, indicando que os extratos de MFs possuem
uma maior seletividade para atuar nas células do parasito, apresentando, assim, uma
menor toxicidade para as células do hospedeiro. Apesar disso, apenas 0s extratos das
espécies A. platensis e D. tertiolecta foram os escolhidos para seguirem com o0s
estudos de resposta imune nesta pesquisa, por demonstrarem o segundo e terceiro
melhor resultado. A analise do extrato de C. vulgaris continuou a ser executada em
outra pesquisa.

Os extratos bioativos de A. platensis e D. tertiolecta apresentaram
a inducao de uma resposta imunolégica de perfil protetor, com producdo de NO e
inducéo da resposta de perfil Th1. Ao contrario dos extratos, as drogas de referéncias
apresentaram um perfil de susceptibilidade, indicando que os extratos demonstraram
os melhores resultados relacionados ao estimulo da resposta imunoldgica.

Diante disso, este trabalho forneceu subsidios cientificos capazes de
ampliar o conhecimento sobre atividades biolégicas de microrganismos
fotossintetizantes, principalmente atividade antiparasitaria e imunomoduladora. Desta
forma, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os extratos bioativos das
espécies A. platensis, C. vulgaris e D. tertiolecta possuem potencial terapéutico

promissor para as Leishmanioses.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

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

Pesquisador: Milena de Paiva Cavalcanti

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 89972718.8.0000.5190

Instituicao Proponente: FUNDACAQO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.077.060

Apresentagao do Projeto:

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

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

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

Objetivos secundarios:

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

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

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

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

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

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

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

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

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

Beneficios:

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

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

monitoramento da terapia.

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

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagoes:
Entregas de relatorios parciais e final devem ser feitas via notificagdo. Os relatérios parciais devem ser

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

realizadas via Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

1. Relatério parcial

Conforme declaracdo de compromisso da pesquisadora entregue, € necessario que periodicamente,
relatérios parciais sejam apresentados ac CEP pra acompanhamento da pesquisa. Porém, a pesquisadora
ainda nao enviou relatorios, considerando que o projeto deve estar no seu segundo ano de vigéncia (ltens
[1.16 e Xl.d da Res. 466/2012 do CNS). A emenda apresentada so6 sera ATENDIDA

2. Orcamento

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

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

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

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

5. TCLE/TALE:

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

ATENDIDA.
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b) A paginacdc do TCLE/TALE devera apresentar o numero da pagina seguido do numero de paginas total
gue possui o documento. Exemplo “Pagina 1 de 10".

ATENDIDA.

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

ATENDIDA.

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

ATENDIDA.

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

ATENDIDA.

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

ATENDIDA.

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

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

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

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

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

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

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

RECIFE, 08 de Junho de 2020

Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva

(Coordenador(a))
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