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RESUMO

A leishmaniose cutanea (LC) é um problema de saude publica, especialmente em
Pernambuco, onde casos sao registrados em todas as regides do Estado. A doenga
se manifesta por lesdes cutaneas, geralmente nodulos crostosos ulcerativos, apos a
infeccéo pela Leishmania spp. Atualmente, os tratamentos disponiveis sédo limitados,
téxicos e apresentam uma série de efeitos adversos, além de ndo haver vacina para
a sua prevencdo. Nesse contexto, a cultura 2D tem sido amplamente utilizada ao longo
dos anos na busca por alternativas terapéuticas, porém, sua incapacidade de refletir
com precisdo a resposta in vivo dificulta a translagdo dos resultados, mantendo a
necessidade de estratégias mais representativas do ambiente biolégico. Modelos 3D,
como os esferoides, oferecem uma representagao mais fiel da geometria e interagao
da matriz extracelular, além de serem mais faceis de reproduzir e terem custo e tempo
de cultivo reduzidos. Embora esferoides sejam amplamente usados na descoberta de
farmacos, ainda nao foram desenvolvidos modelos imunocompetentes aplicados em
estudos da LC. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver e testar um
modelo de esferoide dérmico imunocompetente para estudos na LC. Além disso,
testes in vitro foram realizados com compostos piridinas tiazéis (3a, 3g e 4e), para
investigar a atividade leishmanicida sobre diferentes formas evolutivas promastigotas
e amastigotas da Leishmania amazonensis. Ao testar os compostos leishmanicidas
com as formas promastigotas, o composto 3a se destacou apresentando um melhor
valor de ICso (1,5 pug/mL) e uma maior seletividade para os parasitas do que para a
cultura de macréfagos J774 (25,3 ug/mL) e para a co-cultura dessas células com
fibroblastos L929 (42,1 pg/mL) quando comparados com as drogas de referéncia
anfotericina B (AmB), antimonial trivalente (Sb Ill) e os outros compostos testados.
Tanto as drogas de referéncia quanto os compostos se mostraram capazes de
diminuir o potencial de membrana mitocondrial e de causar morte celular,
principalmente por apoptose recente, nas formas promastigotas do parasita. A
construcdo dos esferoides dérmicos imunocompetente murinos pela técnica de
levitagdo magnética foi bem-sucedida e foi observada a manutengéo da integridade,
morfologia e compactagcédo ao longo dos experimentos. Ademais, a infecgdo desses
esferoides com a L. amazonensis também foi eficiente, sendo observada uma leve
degradagdo dos esferoides a partir das 72 horas de formagdo. Nos esferoides
infectados, o composto 3a se destacou, diminuindo significativamente a carga
parasitaria, conforme avaliagdo por RT-qPCR. Quanto a producéao de citocinas pelos
esferoides, observou-se que, no tratamento com os compostos 3a e AmB, foram
detectadas citocinas associadas a um perfil de resposta pré-inflamatéria (TNF e IL-6),
que desempenham papel importante na resolugdo da doenga. De maneira geral, os
esferoides dérmicos imunocompetentes se demonstraram uma ferramenta
promissora em estudos de novas drogas para o tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar; Cultura 3D; Esferoides; Testagem de
compostos; Piridinas tiazdis.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a public health problem, especially in Pernambuco,
where cases are reported in all regions of the state. The disease manifests as skin
lesions, usually crusted ulcerative nodules, after infection by Leishmania spp. Currently
available treatments are limited, toxic, and have a range of adverse effects, in addition
to the absence of a vaccine for prevention. In this context, 2D culture systems have
been widely used over the years in the search for therapeutic alternatives; however,
their inability to accurately reflect the in vivo response hinders the translation of results,
maintaining the need for strategies that are more representative of the biological
environment. 3D models, such as spheroids, provide a more accurate representation
of the geometry and interaction with the extracellular matrix, and are easier to
reproduce, with reduced cost and cultivation time. Although spheroids are widely used
in drug discovery, immunocompetent models applied to CL studies have not yet been
developed. Therefore, the aim of this study was to develop and test an
immunocompetent dermal spheroid model for CL studies. In addition, in vitro tests
were conducted with thiazolylpyridine compounds (3a, 3g, and 4e) to investigate their
leishmanicidal activity on different evolutionary forms of Leishmania amazonensis
(promastigote and amastigote forms). Upon testing the leishmanicidal compounds with
the promastigote forms, compound 3a stood out, presenting the best IC50 value
(1.5pug/mL) and higher selectivity for the parasites compared to J774 macrophage
cultures (25.3ug/mL) and co-cultures of these cells with L929 fibroblasts (42.15ug/mL),
when compared to the reference drugs amphotericin B (AmB), trivalent antimony (Sb
[lI), and the other tested compounds. Both reference drugs and the compounds were
able to decrease mitochondrial membrane potential and cause cell death, primarily by
recent apoptosis, in the promastigote forms of the parasite. The construction of
immunocompetent dermal spheroids using magnetic levitation technology was
successful, and the integrity, morphology, and compaction of the spheroids were
maintained throughout the experiments. Furthermore, the infection of these spheroids
with L. amazonensis was also efficient, with slight degradation of the spheroids
observed starting at 72 hours post-formation. In the infected spheroids, compound 3a
stood out by significantly decreasing the parasitic load, as assessed by RT-qPCR.
Regarding cytokine production by the spheroids, it was observed that treatment with
compounds 3a and AmB induced the detection of cytokines associated with a pro-
inflammatory response profile (TNF and IL-6), which play a key role in disease
resolution. Overall, the immunocompetent dermal spheroids proved to be a promising
tool for studies of new drug candidates for the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; 3D culture; Spheroids; Compound screening;
Thiazolyl-pyridines.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose € uma doenga parasitaria negligenciada que constitui um grave
problema de saude publica em varias partes do mundo, acometendo mais de 140
paises distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com a
incidéncia estimada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 700.000 a 1
milhdo de novos casos anualmente (WHO, 2023).

Essa parasitose é causada pelo agente etiologico Leishmania spp.,
protozoarios da ordem dos Kinetoplastidae e da familia dos Trypanosomatidae (Knight
et al., 2023). A transmissao para o hospedeiro humano se da através da picada de
fémeas de flebotomineos infectadas pelo parasito no momento do repasto sanguineo
(Carmichael et al., 2021).

Dentre o amplo espectro de manifestagdes clinicas da leishmaniose, a doenca
€ dividida em leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose visceral (LV), que vao variar
de acordo com a espécie de parasito envolvida na infeccdo e da resposta imune do
hospedeiro (Hong et al., 2020; Mann et al., 2021). Entre as diferentes formas clinicas
da doencga, a LC é a mais comum e é caracterizada pelo aparecimento de uma ou
mais ulceras com fundo necrético e bordas elevadas que se desenvolvem semanas a
meses apos a picada e inoculagdo do parasita na pele do hospedeiro (Nieva et al.,
2021).

O tratamento utilizado para a leishmaniose até os dias atuais € baseado na
utilizacao de cinco farmacos: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua
formulacédo lipossomal, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Atualmente
nao ha vacina humana para a doenga e existem algumas restri¢des relacionadas as
op¢des de tratamento disponiveis, incluindo alto custo, baixa eficacia, necessidade de
multiplas inje¢cdes e da resisténcia dos parasitas aos medicamentos utilizados. Além
disso, as drogas utilizadas no tratamento da doenca sdo bastante toxicas e
apresentam varios efeitos adversos (Dinc,2022; Pradhan et al., 2022; Santiago, 2021).
Sendo assim, torna-se essencial a busca por compostos com baixa toxicidade,
eficazes para todas as formas clinicas da doencga e, principalmente, com efeitos
colaterais minimos para o individuo (Dos Santos Silva, 2021).

Entre os diversos grupos quimicos que vém sendo estudados para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose, as

tiossemicarbazonas apresentam resultados promissores. Os tiazdis, uma classe de
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compostos heterociclicos, apresentam uma ampla gama de atividade biologica, como
atividade antitumoral, antibacteriana, antiinflamatéria e leishmanicida (de Oliveira,
2020). Do mesmo modo, os derivados de piridina mostraram ser agentes com potente
atividade anti-T. cruzi, um parasita que faz parte da mesma familia
(Trypanossomatidae) da Leishmania (Dias et al., 2007; Lessa et al., 2011).

Ao longo dos anos, a metodologia de cultura de células veio ganhando espaco
nos estudos para diversas doencas, principalmente como um modelo alternativo para
o uso de animais, ja que sdo modelos que provaram ser facilmente replicaveis, rapidos
e econOmicos (Husain et al., 2023). A cultura celular auxilia na compreensao da
biologia celular, morfologia dos tecidos, mecanismos das doencas, acdo de drogas,
producado de proteinas e o desenvolvimento da engenharia de tecidos (Biatkowska et
al., 2020; Kapatczynska et al., 2018; Sandle,2021). Com o avango das técnicas, a
cultura 3D vem sendo amplamente difundida justamente por apresentarem uma
facilidade maior de ser manipulada para mimetizar o ambiente natural da célula in
vivo, a interagdo célula-matriz e a interagdo célula-célula (Jensen;Teng, 2020).

Sendo um tipo de cultura 3D, os esferoides s&o agregados celulares que se
automontam de maneira livre de andaimes, preservando assim as interagdes célula-
célula e o fendtipo especifico do tecido. Esses esferoides tém sido amplamente
utilizados no processo de descoberta de farmacos para diversas patologias (Jensen;
Teng, 2020; Langhans, 2018; Shao et al., 2020). Todavia, ainda ndo ha pesquisas
utilizando esferoides imunocompetentes para estudos da leishmaniose cutanea.

Dessa forma, neste estudo, utilizando a cultura 3D, elaboramos um modelo de
esferoide dérmico imunocompetente, o infectamos com L. amazonensis e avaliamos
a acao de compostos leishmanicidas, analisando a reduc¢do da carga parasitaria e a
modulacdo da produgéo de citocinas no mesmo. Buscamos assim estabelecer um
modelo para a triagem de novas drogas que sejam menos téxicas e mais eficientes

contra a leishmaniose cutanea.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas parasitarias negligenciadas
causadas por mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania da familia
dos Trypanosomatidae. Atualmente, as leishmanioses encontram-se amplamente
distribuidas nas Ameéricas, Asia, Europa e Africa, sendo consideradas um grave
problema de saude publica, uma vez que afetam principalmente populagbes mais
vulneraveis. Estima-se que aproximadamente 350 milhdes de pessoas correm risco
de infeccdo, havendo uma média de mortes entre 20.000 e 30.000 anualmente (Gurel;
Tekin; Uzun,2020; Pan american health organization, 2019; Who, 2023).

As Leishmanias tém um ciclo de vida digenético, apresentando duas formas
evolutivas de desenvolvimento: forma extracelular movel (promastigotas) e intracelular
imovel (amastigotas) (Figuras 1A e B). As promastigotas sao as formas alongadas e
com flagelos que se desenvolvem nos fleb6tomos e sao inoculadas no hospedeiro
mamifero apds a refeicdo sanguinea do vetor. Ja as amastigotas, sdo as formas do
parasita que se desenvolvem internalizadas dentro de fagocitos da célula hospedeira.
Essas amastigotas apresentam grande importancia médica, uma vez que é a
responsavel pelas manifestagdes clinicas da infecgao, assim como pela manutengao

da infecgao (Pacakova et al., 2022; Valigurova; Kolarova, 2023).

Figura 1- Formas evolutivas da Leishmania spp. A) formas promastigotas. B) Formas
amastigotas.
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Fonte: Adaptado de Organizacién Panamericana de la Salud, 2019.
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No Brasil, os parasitas que causam as leishmanioses sao transmitidos
predominantemente através de fémeas de flebotomineos infectados do género
Lutzomyia, havendo a inoculagé&o do parasita no momento do repasto sanguineo. As
principais fontes de transmissdo sdo geralmente caninos, roedores ou humanos,
dependendo da espécie de parasita, do género do vetor e da regido geografica
(Pearson; Queiroz, 1990; Wamai et. al., 2020).

Apos a inoculagédo, os parasitas sdo fagocitados por células do sistema
imunoldgico, principalmente os macréfagos. No entanto, em vez de serem destruidos
pelas células de defesa do organismo, os parasitas conseguem sobreviver e
multiplicar-se. Uma vez que ocorre a fagocitose pelos macréfagos, os promastigotas
se transformam em amastigotas para se adaptarem ao ambiente intracelular, onde
podem se multiplicar e persistir por longos periodos (Figura 2). Essa mudancga de
forma é fundamental para a sobrevivéncia e replicacdo dos parasitas dentro das
células hospedeiras, contribuindo para a patogénese da leishmaniose (Clos, J.,
Grunebast, J., & Holm, M, 2022; Vaselek et al., 2020).

Figura 2- Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Organizacion Panamericana de la Salud, 2019.
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Tradicionalmente, as leishmanioses tém sido classificadas como do Velho
Mundo ou Novo Mundo, dependendo da sua localizagao geografica. A leishmaniose
do Velho Mundo ocorre na Asia, Africa e Europa e é causada principalmente por L
tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica , Leishmania infantum ou L
donovani. Enquanto a leishmaniose do Novo Mundo, por sua vez, ocorre na América,
e € causada principalmente por Leishmania mexicana , Leishmania amazonensis,
Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, ou Leishmania infantum chagasi
(Mann et al., 2021).

As manifestagdes clinicas variam em intensidade de acordo com a espécie do
parasita envolvido na infecgao e a resposta imune do hospedeiro (Hong et al., 2020).
Essas variagdes abrangem desde a Leishmaniose Visceral (LV), a forma mais grave
que, se nao tratada corretamente, pode ser fatal, até a Leishmaniose Cutanea (LC),
uma forma mais branda da doenga que muitas vezes resulta em autocura (Eshetu;
Mamo, 2020; Salari, et al., 2022). Na LV, a doenca afeta locais sistémicos, invadindo
macrofagos do figado, bagco e medula dssea, com patologia cutanea minima. No

entanto, na LC, a doenga concentra-se amplamente na pele (Kaye et al., 2020).

2.2 Leishmaniose cutianea

A leishmaniose cutanea (LC) refere-se a um grupo de doencas negligenciadas,
endémicas nos tropicos e neotropicos, que apresenta espectro variado de
manifestacdes clinicas (Cecilio; Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022). E estimado que
ocorram anualmente entre 700.000 e 1 milhdo de novos casos em todo o mundo,
sendo que apenas cerca de 200.000 sao notificados a OMS (Who, 2023).

No Brasil, a doenga é endémica em todo territério nacional, uma vez que se
expandiu também para além dos seus ecotipos naturais devido a perturbagoes
ecoldgicas antropogénicas, o que possivelmente levou a um aumento nos niveis de
exposicao aos vetores. Segundo dados do Ministério da Saude, entre 2003 e 2018,
mais de 300.000 casos foram registrados, com uma média anual de 21.158 casos. O
Norte e Nordeste do pais se destacam nesse panorama, apresentando uma alta
prevaléncia da doencga. Isso pode ser atribuido, em parte, a vasta extensao de areas
de mata atlantica nessas regides, que servem como habitat para uma diversidade de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania-aethiopica
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania-infantum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania-mexicana
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leishmania-braziliensis

21

vetores e reservatérios com distintos padrdes de transmissao (Brito et al., 2015;
Buzanovsky et al., 2020; Junior et al., 2019).

Figura 3- Paises endémicos da leishmaniose cutinea no mundo em 2022.

Countries reporting imported CL cases, 2022 Number of new CL cases, 2022

Egypt - 200 Germany - 7 0 cases reported
Switzerland - 28 Qatar - 7 po
Belgium - 27 China- 3 [ <100
United Arab Emirates - 25 Italy - 3 I 100-999 [C1 No autochthonous cases reported
Colombia - 22 Bolivia - 1 I 1000-4998 I No data
Sweden - 14
Il =5000 Not applicable

Fonte: Organizagao Mundial de Saude, 2023.

2.2.1 Sintomas e formas clinicas

As lesdes na leishmaniose cutdnea podem se desenvolver de algumas
semanas a meses apos a picada do flebotomineo, sendo geralmente encontradas em
partes expostas do corpo, como face, bragos e pernas (Volpedo et al., 2021).

Na LC encontra-se um amplo espectro de manifestagdes clinicas, incluindo
infeccao assintomatica ou em alguns casos apresentar lesdes que se subdividem em
formas cutanea localizada, difusa, disseminada e mucocutanea (Figura 4). Essas
formas clinicas variam de acordo com a espécie infectante de Leishmania envolvida
e a resposta imunoldgica desempenhada pelo hospedeiro (Brasil, 2017; Hong et al.,
2020).

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a principal forma clinica da doenca
€ se caracteriza por uma ou mais ulceras bem limitadas e com bordas elevadas, que
se desenvolvem no local da picada do flebotomineo infectado. Nesses casos, o

eritema evolui para uma papula, depois nédulo que ulcera progressivamente durante
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um periodo de 2 semanas a 6 meses para se tornar a lesdo que é caracteristica de
LCL (Figura 4A) (Saldanha et al., 2017; Severino et al., 2022).

A leishmaniose cutanea difusa é geralmente caracterizada por numerosos
nodulos e placas ndo ulceradas com estrutura histopatolégica granulomatosa
formadas por macrofagos contendo muitos parasitas e poucos elementos linféides
(Figura 4C). Ainda podem ser observadas formas disseminadas, as quais
caracterizam-se clinicamente pela presenca de multiplas lesées papulares e ulceradas
(Figura 4B). Ja na leishmaniose mucocutanea observa-se a destruicdo das cavidades
oral-nasal e faringea, podendo evoluir para lesdes desfigurantes (Figura 4D)
(Abadias-Granado, |., et al., 2021; Machado et al., 2024; Sampaio et al., 2021).

Figura 4- Formas clinicas da Leishmaniose cutanea: A— Forma cutanea localizada; B- Forma
disseminada; C— Forma difusa; D— Forma mucocutanea.

Fonte: (Brasil, 2017; Vélez et al., 2015; Zerpa et al., 2007).
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As lesbdes e cicatrizes causadas pela doengca podem levar a desfiguragao
significativa e estigmatizagao social, uma vez que atinge gravemente o funcionamento
social e psicolégico dos individuos afetados, causando ansiedade, depresséo,
diminuicdo da satisfagcdo corporal e baixa qualidade de vida. Além disso, a forma
mucosa pode também representar uma ameaca a vida, uma vez que a forma mucosa
pode levar a complicagdes graves, como destruicdo dos tecidos das vias aéreas

superiores (Hagos; Zerihun, 2024; Nuwangi et al., 2023).

2.2.2 Aspectos imunolégicos

2.2.2.1 Resposta imune inata

Durante a resposta imunoldgica inata na LC, ocorre o recrutamento de
macrofagos, neutréfilos, células natural killer (NK) e células dendriticas (DCs),
possuindo a importante missdo de reconhecer e limitar a propagacao do parasita. Os
neutréfilos sdo as primeiras células a migrar para locais infectados e podem exercer
uma variedade de mecanismos efetores tais como fagocitose, liberagdo de enzimas e
proteinas antimicrobianas e também a formacdo de armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETs). Eles eliminam agentes infecciosos através de uma potente
explosao oxidativa e liberam mediadores téxicos no vacuolo parasitario (Conceigcao-
Silva; Morgado, 2019; De Menezes; Saraiva; Da Rocha-Azevedo, 2016).

Os macréfagos apresentam grande importancia na resposta imunoldgica a
doenca. Estas células desempenham um papel fundamental na infeccédo e
persisténcia do parasita no hospedeiro, pois servem como principais locais de
hospedagem para o parasita. Nos macréfagos, os parasitas se diferenciam em
amastigotas e essas células proporcionam um ambiente permissivo para a
sobrevivéncia a longo prazo de parasitas persistentes. Porém, os macréfagos também
operam como células efetoras anti-Leishmania, limitando a proliferagao do parasita
pela producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS). Embora os macréfagos nao fagcam parte diretamente da resposta imune
adaptativa, eles desempenham um papel significativo ao serem ativados pelo
interferon-gama (IFN-y) e pelo fator de necrose tumoral (TNF). Esses sinais

sinergizam para induzir a expressao da enzima iNOS, que por sua vez é responsavel
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pela producao de éxido nitrico (NO) (Loria-Cervera; Andrade-Narvaez,2020; Saidi et
al., 2023).

As células natural killer (NK) sédo importantes células do sistema imunoldgico
inato que, uma vez ativadas, tém a capacidade de lisar diretamente macrofagos e DCs
infectadas pelo parasita que expressam um fendtipo de superficie celular alterado.
Essas células utilizam a atividade citotdoxica e a produgao precoce de citocinas e
quimiocinas antes que a imunidade adaptativa seja induzida, o que pode ajudar no
direcionamento da resposta imune para Th1, sendo crucial para o controle eficaz dos
parasitas (Becker et al., 2003; Dubie et al., 2020). Simultaneamente, também ocorre
uma resposta inflamatéria local, envolvendo a liberagao de citocinas pré-inflamatoérias
e quimiocinas, como CCL3, que atraem outras células imunes para o local da infeccéo.
Mondcitos sao recrutados da corrente sanguinea por meio da sinalizagéo via CCR2 e
podem se diferenciar em células dendriticas derivadas de mondcitos, que também
fagocitam o parasita e expressam antigenos de Leishmania. As células dendriticas,
apos fagocitarem as Leishmanias ou células apoptoéticas infectadas, migram para os
linfonodos onde apresentam fragmentos do parasita as células T, desencadeando a
resposta imunolégica adaptativa (Carvalho et al., 2016; de Freitas e Silva; Von Stebut,
2021) (Figura 5).

2.2.2.2 Resposta imune adaptativa

Na leishmaniose cutanea, a resposta imune adaptativa € um elemento
essencial na luta contra o parasita e na regulacéo da inflamagao associada a infeccao.
Essa resposta comeca com a ativacdo das células T especificas para o parasita,
desencadeada pela apresentacdao de antigenos de Leishmania pelas células
apresentadoras de antigenos. Essas células T, tanto CD4+ quanto CD8+,
desempenham papéis distintos na resposta imune (Araujo Flores et al., 2020). As
citocinas produzidas pelas células T CD4+ sao responsaveis pelo perfil de cura ou
agravamento da doenca, enquanto as células T CD8+ geralmente estao relacionadas
ao processo de cicatrizagdo e protecdo imunoldgica. No entanto, alguns autores
também as descrevem como sendo associadas a lesdes teciduais (Brelaz-de-Castro
et al., 2018; Dubie; Mohammed, 2020; Von Stebut, 2021).

As células T CD4+ podem se diferenciar em subpopulagdes distintas, como
células Th1, Th2, Th17, dependendo do ambiente imunoldgico local. A capacidade de
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resisténcia a leishmaniose esta correlacionada com a geragéo de uma resposta imune
do tipo Th1, caracterizada pela producédo de citocinas pré-inflamatdrias, tais como
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23. Essas citocinas ativam os macréfagos,
induzem a geragdo de ROS e aumentam a fagocitose, resultando na eliminagdo dos
parasitas. Por outro lado, a suscetibilidade a infeccdo esta associada ao
desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th2 e a produgao de citocinas Th2,
como IL-4, IL-10, IL-5 e IL-13, que promovem a replicacao e persisténcia dos parasitas
(Yasmin et al., 2022; Mirzaei et al., 2021; Morales-Primo et al.,2024; Volpedo et al.,
2021). Ja as células Th17 produzem citocinas como IL-6, IL-17 e IL-22. E relatado que
a resposta de perfil T17 pode influenciar no equilibrio de citocinas anti e pré-
inflamatdrias através da expressdao de IL-17 que permite modular a resposta
adaptativa, podendo mediar também o dano tecidual. Além disso, e IL-17 também
contribui para o recrutamento de neutréfilos (Dubie et al.,, 2020; Gongalves-de-
Albuquerque et al., 2017).

As células T CD8+, também conhecidas como células citotdxicas, podem
contribuir para a morte da Leishmania ou para a imunopatologia deste parasita (Cunha
et al., 2020). Ao reconhecerem as células infectadas, as células CD8+ liberam
substancias citotoxicas, como a perforina, que se insere na membrana lipidica
formando poros que colapsam o potencial da membrana e, mais importante,
permitindo a entrada de granulos liticos da familia das catepsinas, como a granzima
B, que ativa a cascata de sinalizacao levando a apoptose mediada por caspases. Esse
processo ajuda a reduzir a carga parasitaria na pele e a controlar a disseminacao da
infeccdo, contribuindo para a resolugdo da doenca. No entanto, alguns estudos
indicam que também podem contribuir para lesdes teciduais devido ao aumento da
producdo de Granzima B, TNF-a e IL-1B, além da ativagcdo do inflamossomo,
resultando no agravamento da doenca (Ruiz; Becker, 2007; de Freitas e Silva; Von
Stebut, 2021) (Figura 5).
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Figura 5- Esquematizagido dos aspectos da imunidade inata e adaptativa na infecgao por
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Fonte: Adaptado de Freitas e Silva; Von Stebut, 2021.
2.2.3 Diagnéstico

O diagnéstico da leishmaniose cutanea pode ser desafiador, especialmente
em areas endémicas, onde multiplas espécies de Leishmania podem provocar lesbes
com aparéncia extremamente semelhantes, havendo ainda a complicagdo adicional
da ocorréncia de outras doengas de pele com sintomas clinicos semelhantes. Além
dessa variedade de manifestagdes clinicas, as espécies de Leishmania variam em
sensibilidade as terapias disponiveis, tornando a determinacdo de espécies critica
para o resultado clinico da leishmaniose. Ademais, a adogdo de diagndsticos
avancados geralmente representa um desafio devido as restricdbes de recursos.
(Mouttaki et al., 2014; Piyasiri et al., 2023).

Atualmente, o diagndstico da LC consiste em um arranjo que € composto por
aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais (Figura 6). Os métodos de
diagnosticos laboratoriais da doenga se dao através de exames parasitologicos diretos
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(microscopia, histopatologia e cultura parasitaria), diagnostico molecular e/ou testes
indiretos com sorologia (de Vries; Schallig, 2022; Melo et al., 2020).

Os exames parasitolégicos sdo bastante utilizados para o diagnéstico da
doenca por possuirem uma alta especificidade e se baseiam na visualizagdo de
formas amastigotas de Leishmania em tecidos infectados. Nesses exames a amostra
€ obtida por meio de bidpsia, pungao ou raspagem de mucosa ou lesdes cutaneas e
corada com Giemsa, seguindo para exame histopatologico, onde sao identificadas
amastigotas através de analise microscopica. Porém, por mais que esse meétodo
apresente técnicas altamente especificas para o diagnéstico de leishmaniose cutanea,
elas sao insuficientemente sensiveis (Piyasiri et al., 2023; Reimao et al., 2020).

As técnicas moleculares também tém sido utilizadas para o diagnéstico da LC.
O uso da PCR apresenta diversas vantagens sobre os métodos convencionais,
possuindo alta sensibilidade, rapidez e sendo aplicavel para a identificacao de
espécies/cepas em diferentes amostras clinicas. Porém, as exigéncias técnicas, o
custo relativamente alto e a persisténcia do parasita na lesdo apos o tratamento
dificultaram sua aplicabilidade rotineira, havendo uma necessidade urgente de
padronizagao, otimizacao e simplificacdo das aplicagcbes do método para serem
usadas principalmente em areas endémicas (Dixit; Singh; Salotra, 2020; Sarkari et al.,
2014; Mesa et al., 2020).

Os testes sorologicos sdo métodos indiretos utilizados no diagnéstico da
leishmaniose cutanea, visando detectar a presenca de anticorpos especificos no soro
sanguineo do paciente, os quais sao produzidos como resposta a infecgcao pelo
parasita. Dentre os tipos de testes sorolégicos mais comuns estdo o ELISA (Ensaio
Imunoabsorgdo Enzimatica), Western blot e os testes de imunofluorescéncia indireta
(IF1). O principio basico desses testes é o uso de antigenos da Leishmania spp. para
reagir com os anticorpos presentes no soro do paciente. Quando ha anticorpos contra
o0 parasita, estes se ligam aos antigenos, formando complexos que podem ser
detectados. A citometria de fluxo também é uma abordagem a ser considerada para
o diagnostico da LC. Essa metodologia permite uma anadlise rapida, objetiva e
quantitativa de células em suspensdo, onde sua tecnologia € aplicada a LC,
permitindo a analise quantitativa de anticorpos anti-Leishmania (Ashrafmansouri et al.,
2015; Lévéque et al., 2020; Oliveira et al., 2016)

Porém, é importante salientar que ndo ha um unico teste que possa ser

considerado o padrao ouro para o diagnostico da LC devido as limitagdes individuais
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de cada método relacionadas a sua sensibilidade e/ou especificidade. Em vez disso,
o diagndstico ideal muitas vezes envolve a combinacao de multiplas abordagens para
obter uma avaliacdo abrangente e precisa da infeccdo (Chavez-Fumagalli et al.,
2015).

Figura 6- Esquematizacido do diagnéstico da leishmaniose cutanea.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

2.2.4 Tratamento

Atualmente faltam medicamentos eficazes, acessiveis e faceis de usar para o
tratamento da leishmaniose, ndo existindo meios reconhecidos e confiaveis de
quimioprofilaxia ou vacinacdo contra infeccbes por suas diferentes formas. Os
medicamentos utilizados no tratamento da doenca estdo associados a uma série de
deficiéncias tais como toxicidade, baixa eficacia, efeitos colaterais, resisténcia, alto
custo e necessidade de administragao prolongada (Nieva et al., 2021; Tiwari et al.,
2019).

O antimoniato de meglumina Sb(V), comercialmente chamado de Glucantime®,
esta disponivel no Brasil desde a década de 1940 e continua sendo o principal
medicamento utilizado e recomendando pelo Ministério da Saude brasileiro para uso
no tratamento de primeira ou segunda linha contra todas as formas de LC. O
mecanismo de ag¢ao deste medicamento atua interferindo no processo de (3-oxidacao

de acidos graxos e glicélise do parasita, levando a uma deplegao dos niveis de ATP
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intracelular (Carvalho et al., 2019; Moreira et al., 2017). Esse medicamento apresenta
como efeitos adversos como cardiotoxicidade, aumento no teste de fungéao hepatica,
ureia e creatinina, anorexia, nausea, vomito, mialgia e artralgia. O Sb lll, presente
como residuo ou gerado pela redugao de Sb V, é a forma responsavel pelos efeitos
colaterais e agao antileishmania. (Fabrino et al., 2021; Garza-Tovar et al., 2020). A
injecao intramuscular de antimoniato de meglumina de 10-20 mg/kg/dia de antiménio
€ usada para tratar as formas mais graves da LC. Entretando, a administragcao
intralesional é cada vez mais reconhecida como uma alternativa viavel a terapia
sistémica para casos nao complicados de leishmaniose cutanea. Este método envolve
a injecao do medicamento diretamente na lesdo, o que demonstrou ser eficaz com
menos efeitos colaterais sistémicos. Todavia, apesar de ter menos efeitos adversos,
a administragéo intralesional pode causar dor e edema locais (Arboleda et al., 2019;
Silva et al., 2016).

Devido a necessidade do interrompimento do tratamento com o medicamento
de primeira escolha, outras drogas de segunda escolha também sdo usadas no
tratamento da doenca, sendo elas a anfotericina B e a pentamidina, que sao
igualmente toxicas e administradas sistemicamente (Carvalho et al., 2019; Garza-
Tovar et al., 2020). A anfotericina B (AmB) € uma molécula antifungica polieno
macrociclica gerada por Streptomyces nodosus, onde a administragdo generalizada
do agente foi evitada devido a sua toxicidade renal e sistémica, ao preco e aos
obstaculos ao uso intravenoso em regides endémicas de leishmaniose. Dessa forma,
a introducdo de produtos de anfotericina B associados a lipidios, chamada de
anfotericina B lipossomal (AmBisome) com menor toxicidade renal permitiu um uso
mais difundido (Frézard et al., 2022; Shirzadi, 2019;). Esse farmaco exerce sua
atividade leishmanicida através de uma interacéo de alta afinidade com o ergosterol,
o principal componente da membrana dos parasitas, e sua ligagcao induz a formagao
de canais de membrana que aumentam a permeabilidade a ions e pequenas
moléculas, levando a morte do parasita (Abu et al., 2019). Porém, a toxicidade renal
ainda € uma preocupacao significativa para esse tratamento, com estudos indicando
que cerca de 45% dos pacientes podem apresentar insuficiéncia renal leve (Wortmann
et al., 2010). Além disso, o alto custo da anfotericina B lipossomal representa uma
barreira significativa para muitos sistemas de saude, especialmente em paises mais
pobres. Embora seja um medicamento eficaz, seu uso é limitado devido ao seu prego

elevado e a necessidade de hospitalizacdo do paciente durante a administracao.
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Esses fatores restringem a disponibilidade e a acessibilidade do medicamento, o que
€ critico, considerando a crescente incidéncia de LC em regides endémicas (Lopez et
al., 2018).

Ja a pentamidina é um derivado sintético da amidina e é eficaz contra muitos
protozoarios patogénicos, incluindo espécies de Leishmania. Esse medicamento atua
inibindo a topoisomerase |l mitocondrial, a sintese de poliamina, o transporte de calcio,
o transporte de lisina-arginina e, eventualmente, impede o sistema de transporte ativo
e o potencial da membrana mitocondrial causando a morte do parasita (Madusanka;
Silva; Karunaweera, 2022; Neves et al. 2011). Embora a pentamidina seja uma
alternativa de tratamento para a leishmaniose cutanea, seu uso é dificultado pela
variabilidade na eficacia entre as diferentes espécies da Leishmania, desafios
relacionados a sua administrac&o e aos efeitos colaterais notaveis (Couto et al., 2014;
Madusanka et al., 2022).

Ademais, ha também o uso de drogas orais, como a miltefosina que vém sendo
difundida nos ultimos anos. Essa droga induz a morte da Leishmania com
condensacgao e fragmentagcdo do DNA em padrao escada, apresentando assim um
mecanismo de eliminacdo do parasita por apoptose (Vercosa, 2015). Desde sua
introdugdo no SUS em 2018, a miltefosina surgiu com a finalidade de melhorar a
adesédo ao tratamento, especialmente em areas rurais onde 0 acesso a unidades de
saude para tratamentos injetaveis é limitado (Teixeira et al., 2023).

Além dos tratamentos feitos com o uso de medicamentos, ha também o
surgimento de novas modalidades, como as termoterapias e crioterapias, que vém se
mostrando eficazes para a leishmaniose cutanea. A termoterapia € baseada na
aplicacao calor nas lesbes e é particularmente eficaz para lesbes localizadas. Nao
apresenta efeitos sistémicos, porém apresenta efeitos colaterais minimos, como
coceira e sensagdao de queimacao (Cardona-Arias; Vélez; Lopez-Carvajal, 2025;
Gongalves et al., 2018). A crioterapia envolve a aplicagao de frio extremo, tipicamente
usando nitrogénio liquido, as lesdes causadas pela leishmaniose cutanea. Ja é
relatado na literatura que a eficacia da crioterapia € comparavel a dos antimoniais
pentavalentes, o tratamento tradicional de primeira linha, mas com um risco muito
menor de toxicidade (Linquest et al., 2023).

No entanto, ainda ndo ha um tratamento totalmente eficiente para a
leishmaniose cutanea e, por mais que novos medicamentos estejam sendo propostos

ao longo dos anos, os resultados ainda sao insatisfatérios (Garza-Tovar et al., 2020).
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Considerando as deficiéncias evidenciadas no tratamento atualmente disponivel, é
crucial buscar novas moléculas com acao leishmanicida eficaz, baixa toxicidade e

custo acessivel para combater essa doenga.

2.3 Piridinas tiazois

Com o aumento da resisténcia dos medicamentos atuais, a necessidade do
tratamento a longo prazo e os problemas de toxicidade, fica evidente a necessidade
de investigar novas alternativas terapéuticas anti-Leishmania (Dinc, 2022). Nos
ultimos anos, muitos compostos com propriedades leishmanicidas foram relatados na
literatura e, além disso, varios alvos potenciais para medicamentos foram propostos e
validados. Dentre esses compostos, as tiosemicarbazonas sdo promissoras, onde
através da ciclizagao da tiossemicarbazona em tiazol e a condensacgao do anel piridina
com esta nova molécula mostrou atividade anti-Leishmania (Martin-Montes et al.,
2017).

Além disso, o tiazol é relatado na literatura como uma importante classe de
compostos heterociclicos que exibem um amplo espectro de atividade bioldgica, como
antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatoéria e atividades leishmanicidas. O nucleo
piridina também se destaca, uma vez que representa o esqueleto principal em
inumeras substancias farmacoldgicas naturais e sintéticas de interesse significativo.
As piridinas sdo uma importante classe de compostos heterociclicos porque ocorrem
em muitos compostos naturais que possuem atividade biolégica, como vitamina B3
(niacina) e vitamina B6 (piridoxina) e alcaldides naturais (Algahtani; Bayazeed, 2021;
de Oliveira et al., 2020; Khidre; Radini, 2021).

Os compostos contendo porgdes tiazol e piridina tém sido utilizados na
concepcdo de novos ligantes para terapéutica. As piridinas tiazoéis vém sendo
relatadas como compostos que se apresentam como promissores nos estudos de
novas drogas para tratamento das leishmanioses em testes in vitro através de culturas
2D (Bera, 2022; Silva, 2021). Todavia, ainda ndo ha relatos na literatura sobre a
avaliagao desses compostos em culturas de células 3D para estudos na leishmaniose

cutanea.
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2.4 Cultura de células

A cultura celular esta relacionada a um complexo de processos de isolamento
celular do seu ambiente natural (in vivo) e subsequente crescimento numa condi¢ao
ambiental artificial controlada (in vitro). Essa técnica teve seu inicio no século XX e
vem sendo utilizada por anos, trazendo grandes achados em diversas areas (Zhao,
2023).

As células em cultura podem se desenvolver formando uma monocamada
celular sobre uma superficie (células aderentes) ou crescer em suspensao (células
nao aderentes). Além disso, elas podem ser de linhagens primarias ou continuas. As
células de linhagens primarias sdo derivadas de um fragmento de tecido obtidas
diretamente de um organismo e transferidas imediatamente para um ambiente de
cultura celular. Embora tenham um periodo limitado em cultura, essas culturas podem
exibir comportamento fisiolégico semelhante ao observado in vivo. Existem também
células de linhagens continuas com alta capacidade proliferativa, capazes de serem
mantidas em cultura por longos periodos e preservando em grande parte as
caracteristicas do tecido original. Para garantir a adaptagcdo das células em um
ambiente artificial, € fundamental tentar reproduzir as condicbes em que estariam no
organismo de origem, fornecendo-lhes nutrientes ou outros materiais necessarios
(Bilodeau, 2024; Alves, 2010; Sandle et al., 2021).

As culturas celulares provaram ser uma técnica essencial para explorar os
mecanismos biofisicos e biomoleculares que governam a agregacdo celular em
tecidos e orgaos, além de compreender o funcionamento desses tecidos e as
alteracbes associadas a doencas. Esse método contribui para o entendimento do
comportamento celular em condigbes in vivo, abrangendo processos como
diferenciagdo, migracdo, crescimento e propriedades mecanicas das células, todos
modulados por seu microambiente bioquimico e biomecanico (Sandle, 2021; Zhao,
2023).

Dessa forma, a cultura celular fornece diversas contribuigcdes, apresentando
sistemas apropriados para estudar a fisiologia e bioquimica padrdo das células; os
efeitos de drogas e compostos tdxicos nas células, mutagénese e carcinogénese; na
triagem e desenvolvimento de medicamentos. Ademais, também permitem resultados

consistentes e reproduziveis (Antoni et al., 2015).
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2.4.1 Cultura 2D x cultura 3D

As culturas 2D, ou seja, culturas em monocamadas cultivadas em superficies
planas, sdo baseadas no cultivo de um Unico tipo celular ou mais (cocultura). E uma
técnica simples e facilmente executavel, que gera uma quantidade substancial de
resultados, o que é vantajoso para fins especificos de pesquisa. Nas culturas 2D, as
células aderem a uma superficie plana, como o fundo de um recipiente de plastico,
enquanto estdo expostas a um meio liquido (Figura 7A) (Duval et al., 2017).

Dessa forma, essas condicbes de cultivo diferem substancialmente do
ambiente in vivo, onde a maioria dos tecidos no corpo humano é tridimensional (3D).
Nos ultimos anos, tornou-se evidente que os modelos convencionais de cultivo celular
em duas dimensdes (2D), usados para pesquisa basica, avaliagao de citotoxicidade e
triagem de drogas, apresentam limitagdes significativas (Abbas et al., 2023; Sun et al.,
2021). Essas limitagdes incluem a falta da sinalizacao célula-contatos célula e célula-
matriz extracelular (MEC), onde tais caracteristicas limitam a representacgao fidedigna
do que é observado no ambiente natural, refletindo na exclusdo sinais fisicos
responsaveis por varios processos celulares, como a mitose e diferenciagao, por
exemplo. Ademais, apresentam alteragbes na forma celular, comprometimento das
funcbes celulares e respostas celulares que nao refletem com precisdo o
comportamento observado in vivo (Juarez-Moreno et al., 2022; Moysidou; Barberio;
Owens, 2021; Zhao, 2023).

Para superar essas limitagcbes, as plataformas de cultura celular 3D surgem
como uma estratégia para imitar melhor as condi¢des in vivo (El Feky et.al., 2021). As
culturas 3D tém crescido e evoluido nos ultimos anos, envolvendo a formacao de um
microambiente ideal para o crescimento celular, diferenciacédo e fungdo. Isso inclui a
reproducdo fiel das interagdes intercelulares e das interagdes com a matriz
extracelular, assim como os parametros bioldgicos, fisico-quimicos e mecanicos
observados in vivo. Essas culturas 3D tém demonstrado melhorias em estudos
focados na morfologia, monitoramento do numero celular, proliferagao, resposta a
estimulos, diferenciagado, metabolismo de farmacos e sintese de proteinas (Habanjar
et al., 2021; Jensen; Teng, 2020).

Muitos estudos comparativos foram realizados ao longo dos anos entre os dois
tipos de cultura celular, demonstrando que as células cultivadas em 3D apresentam

diferengas significativas em sinalizagdo celular e respostas a medicamentos em
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comparagao com as células cultivadas em 2D. Isso ocorre porque a organizagao
celular especifica no microambiente 3D reproduz de forma mais fiel as caracteristicas
observadas in vivo (Foglietta et al., 2020). Além disso, estudos mostram que as células
cultivadas em 3D apresentam maior heterogeneidade, com gradientes de oxigénio,
nutrientes e metabdlitos. Isso resulta em uma variagdo mais ampla nas respostas as
drogas, refletindo melhor as condigbes in vivo e ampliando seu potencial na
identificacdo de novos biomarcadores e no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas. As culturas 3D apresentam maior resisténcia aos medicamentos,
semelhante ao que ocorre in vivo e se deve em grande parte ao fato de as células
estarem em diferentes estagios de crescimento, incluindo proliferagdo, hipoxia,
apoptose, necrose e fase quiescente (Figura 7B). (Fontoura et al., 2020 ; Park; Park;
Suh et al., 2024 ; Salinas-Vera et al., 2022; Urzi et al., 2023).

De maneira geral, as culturas 2D tém mais area de superficie em contato com
o plastico e o meio de cultura do que com outras células, o que as direciona para uma
polarizagdo que nao reflete as condi¢des fisioldgicas. Por outro lado, os modelos 3D
oferecem varias vantagens, incluindo: perfil de crescimento celular; heterogeneidade
celular; interacao e sinalizagao célula-célula; interacao célula-matriz extracelular; perfil
de expressao génica; estrutura interna formada por diferentes camadas; e perfil de
resisténcia a medicamentos (Barbosa et al., 2021; Nath; Devi 2016; Fontoura, 2020).
Sendo assim, a transicdo das culturas 2D para as 3D representa um avango nas
pesquisas cientificas, uma vez que os modelos tridimensionais sao fisiologicamente
mais relevantes e garantem resultados mais realistas, possibilitando modelar uma

célula in vivo enquanto ela é cultivada in vitro (Cacciamali; Villa; Dotti, 2022).
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Figura 7- Modelos de cultura 2D vs 3D: A-Comportamento celular em cultura de células
convencionais 2D; B— Comportamento celular em cultura de células 3D.
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Fonte: Adaptado de Salinas-Vera et al., 2022.

2.4.2 Sistemas de cultura celular 3D

Os modelos de cultura de células 3D sdo os que mais se aproximam do que
acontece in vivo, pois esses modelos induzem as células a se comportarem da
maneira mais semelhante com o que acontece nas condigdes naturais (Caleffi et al.,
2021).

Os modelos 3D geralmente sao construidos a partir de trés abordagens: com
andaimes, sem andaimes e hibridos. Nos modelos com andaimes, as células
interagem com um substrato, enquanto nos modelos sem andaimes, as células ndo
se fixam a uma superficie, promovendo a formagao de agregados. Ja os modelos
hibridos combinam caracteristicas das duas abordagens anteriores, incluindo
matrizes sintéticas e suportes fisicos externos, proporcionando interacbes mais

complexas entre as células e a matriz extracelular (Figura 8) (Fontoura et al., 2020).
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Nos sistemas baseados em andaimes, destaca-se o modelo de scaffolds, onde
€ utilizada uma matriz tridimensional para facilitar o crescimento, adeséo, proliferagéo
e diferenciagao das células. Esses scaffolds podem ser feitos de materiais naturais ou
sintéticos, como por exemplo colageno, fibrinas, matrizes extracelulares derivadas de
tecido, polimeros e outros materiais, onde ambos apresentam vantagens e
desvantagens (Figura 8) (Reddy et al., 2021). Em paralelo, os hidrogéis sao redes
poliméricas tridimensionais insoluveis que contém grandes quantidades de agua e tém
uma grande variedade de aplicagdes. No contexto da cultura celular, formam um
ambiente altamente hidratado, sao faceis de manusear, possuem propriedades
mecanicas e fisico-quimicas ajustaveis e formam arquiteturas 3D reais para contatos
célula-célula que podem se assemelhar a matriz extracelular (Figura 8) (Bodenberger
et al., 2016).

A técnica de bioimpressao também é um sistema baseado em andaimes que
apresenta uma tecnologia avangada de biofabricagdo que permite a criagdo de
estruturas complexas (Figura 8). Nessa técnica as células sdo impressas em uma
matriz tridimensional usando uma impressora 3D. Essa técnica permite o controle
preciso da posi¢cao espacial de biomateriais, fatores de crescimento e células vivas,
com o objetivo final de produzir estruturas complexas, como a criagdo de tecidos e
orgaos funcionais. Pode ser empregada para o desenvolvimento de modelos para
testes de medicamentos e terapias. Além disso, a bioimpressao 3D automatizada ja é
reconhecida na literatura como uma técnica potencial de escolha para combinar a
replicacdo de microambientes complexos com alto nivel de padronizacéo,
reprodutibilidade e capacidade de triagem (Barbosa et al., 2021; Cacciamali; Villa;
Dotti, 2022; Jian et al., 2018).

Nos sistemas de cultura 3D livres de andaimes, os organoides visam a
construcdo de tecido in vitro multicelular que imitam seu 6rgéo in vivo correspondente,
de modo que possa ser usado para estudar aspectos desse 6rgao na placa de cultura
de tecidos. Eles sdo produzidos a partir de células-tronco (pluripotentes, fetais ou
adultas) e que mimetizam a complexidade funcional, estrutural e biolégica chave de
um o6rgéao (Figura 8) (De Souza, 2018; Zhao et al., 2022).0s organoides de pele podem
ser usados para investigar funcdes fisiolégicas, como sensacao nervosa cutanea e

interacbes microbioma-pele, bem como para pesquisa exploratéria em modelos de
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coinfecgdes virais-bacterianas cutaneas, testes de maquiagem e triagem de drogas
de alto rendimento (Sun; Zhang; Li, 2021).

Esferoides também sdo modelos formados sem a utilizacdo de andaimes que
sao bastante utilizados e que possuem esse nome devido a sua aparéncia com a
forma esférica (Figura 8). Os esferoides imitam as caracteristicas arquitetonicas e
funcionalidades de tecido nativo e possuem vantagens distintas sobre as
monocamadas celulares ou o encapsulamento celular em hidrogéis 3D naturais e
sintéticos, incluindo interagdes diretas célula-célula e altas densidades celulares, que
imitam melhor aspectos de muitos tecidos. (Achilli; Meyer; Morgan, 2012; Di Caprio;
Burdick, 2023).

Nos sistemas hibridos, os 6rgaos-em-chip € um dispositivo microfluidico no
qual as células sdo semeadas e perfundidas em uma matriz semelhante a um chip
(Figura 8). Essas plataformas sao especificamente projetadas para cultura de células
e tecidos sob perfuséo continua, garantindo um fornecimento consistente de oxigénio
e nutrientes, enquanto eliminam efetivamente os residuos. Esse modelo pode auxiliar
na compreensao das interagdes entre o hospedeiro e o patdégeno, realizar analises
dos processos de infec¢ao, avaliar a interagao entre diferentes tipos de células, bem
como entre varios 6rgaos, e resumir alguns dos aspectos fisiopatolégicos da doenca
(de Dios-Figueroa et al., 2021; Xie et al., 2024).

No entanto, ndo ha um modelo em 3D que atualmente satisfaga todos os
requisitos para fornecer um ambiente propicio ao crescimento, diferenciacdo e
funcionamento celular e os pesquisadores devem selecionar o método apropriado de

acordo com suas necessidades (Afewerki et al., 2019; Knight; Przyborski, 2015).
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Figura 8-Tipos de biofabricagao para a construgio de modelos de tecidos 3D.
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2.4.3 Esferoides

Os esferoides sao agregados celulares, automontados em um ambiente que
impede a fixagcdo a uma superficie plana. Nessa técnica é aproveitada a tendéncia
natural de agregar exibida por muitos tipos de células, para criar massas celulares de
maneira consistente em formato de esfera. Em culturas de esferoides, as células
secretam a matriz extracelular (MEC) na qual residem e podem interagir com células
de seu microambiente original, preservando assim as interagdes célula-célula e o
fendtipo especifico do tecido (EI Harane et al., 2023; Henrique et al., 2022).

Existem diversas formas com metodologias de elaboracao diferentes onde os
esferoides podem ser construidos. As técnicas de gota suspensa, levitacao
magnética, cultura rotativa, com placas de baixo adeséo e as baseadas em andaimes
sdo as que mais se destacam (Figura 9). A escolha de qual método utilizar para a
construcao desses esferoides vai depender de varios fatores, incluindo os objetivos
do estudo, os tipos de células envolvidas, a aplicacao pretendida dos esferoides e a
disponibilidade de recursos (Biatkowska et al., 2020).

A técnica de gota suspensa é uma das mais utilizadas devido a sua
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simplicidade e baixo custo. Nessa metodologia, as células sdo depositadas por
gravidade no fundo das goticulas suspensas, formando gradualmente um esferoide.
Isso é realizado ao adicionar uma pequena gota de suspensdo celular na tampa da
microplaca e entdo inverté-la, permitindo que as células se acumulem no fundo da
gota devido a gravidade. Porém, a formacgao de multiplos esferoides em um espaco
restrito apresenta desafios, pois ha risco de coalescéncia de goticulas, especialmente
durante o manuseio (Figura 9B) (Decarli et al., 2021; Shao et al, 2020; Guimaraes et
al., 2024).

A técnica de cultura rotativa refere-se a técnica em que a suspensao celular em
recipientes de biorreatores de frasco giratério € continuamente misturada por
agitacdo. Nesse modelo, as condigbes do fluido e da massa nos recipientes sao
afetadas pela forga convectiva da barra de agitagcdo, que € crucial para formar o
esferoide (Figura 9D) (Liu; Chen; Naing, 2021).

O método utilizando placas de baixa adeséo baseia-se na utilizagao de placas
de cultura celular revestidas com biomateriais adesivos n&o celulares para inibir a
ligacado de células ou esferoides e facilitar a interacdo célula-célula para a formagao
de esferoides (Costa et al., 2018) (Figura 9C). Ha também a possibilidade da
elaboracao dos esferoides com a utilizacdo de andaimes. Essa técnica permite um
suporte fisico através de microestruturas fabricadas para automontagem de células,
sendo uteis no controle do tamanho dos esferoides, no entanto, permanecem as
dificuldades na coleta e separagéo eficazes de esferoides dos andaimes (Figura 8A)
(Gong et al., 2015).

Todos esses métodos citados tém em comum levar tempo relativamente longo
para os esferoides formarem aglomerados densos e que muitas vezes nao
apresentam uma formacéao tao satisfatéria. Para acelerar e melhorar esse processo,
as nanoparticulas magnéticas entraram em foco. A nanotecnologia tem se mostrado
capaz de beneficiar a engenharia de tecidos devido a sua capacidade de controlar
interacoes em niveis subcelulares que ndo sao possiveis usando técnicas comuns de
engenharia de tecidos (Kappes et al., 2022; Mattix et al, 2014).

No método de suspensdo magnética, as células sao carregadas com ions e um
campo magnético é aplicado, seja por baixo ou por cima das células, para acelerar
sua sedimentagdo ou para levita-las. Ou seja, nessa metodologia as células séo

incorporadas com particulas magnéticas e levantadas pela forga magnética. As
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células carregadas podem entdo levitar sobre qualquer substrato rigido usando
excitadores magnéticos de neodimio. Ademais, esse sistema de levitagcdo magnética
demonstrou ser ndo téxico, ndo interferindo na proliferagdo celular nem induzindo
resposta inflamatdria em culturas de células. (Figura 9E) (Caleffi et al., 2021; Gaitan-
Salvatella et al., 2021).

Figura 9- Métodos de formacao dos esferoides celulares. a) Baseados em andaime; b) Gota
suspensa; c) Superficie ndo aderente; d) Cultura rotativa; e) Levitagdo magnética.

Fonte: Shao et al., 2020.

Alguns estudos com esferoides vém sendo usados na descoberta de farmacos
para diversas patologias, como para avaliar a resisténcia e a sensibilidade a drogas e
geralmente mostram mais resisténcia a quimioterapia e a radioterapia quando
comparados com culturas de monocamada 2D. Além disso, esses esferoides
provaram ser uteis em muitas areas da biologia, incluindo estudos de diferenciacéo,
proliferagao celular, expressdo de genes e proteinas, apoptose e farmacologia,
auxiliando no desenvolvimento de novas drogas (Jensen; Teng, 2020; Verjans et al.,
2020).

Esse modelo também ja se mostrou eficaz para o estudo da interagéo
parasita-hospedeiro, uma vez que consegue simular o que acontece in vivo durante a
infeccdo. Uma aplicagao notavel envolve o parasita protozoario Trypanosoma cruzi,

que causa a doenga de Chagas. Pesquisas demonstraram que esferoides feitos com
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células HelLa conseguem modelar efetivamente a transmigracédo de tripomastigotas
de T. cruzi, permitindo o estudo de sua dinamica de invasao e interagées com células
hospedeiras (Rodriguez et al., 2020). Dessa forma, através do modelo se torna
possivel elucidar questdes relacionadas a citotoxicidade e danos a célula causada
pelo parasita, auxiliar no entendimento sobre como as células reagem e séao capazes
de provocar a resposta imune e na compreensao da patogénese de diversas doengas
(Chua et al., 2019; Ribeiro; Santos; Benchimol, 2015; Rodrigues et al., 2020). Porém,

ainda ndo ha estudos utilizando esferoides para a leishmaniose cutanea.
2.5 Métodos de estudos em pesquisas com pele in vitro

A pele desempenha um papel crucial como uma das primeiras linhas de defesa
do organismo, controlando a regulacdo de agua, nutrientes, ions e interagbes
ambientais, além de fornecer protegédo contra patégenos. Composta por trés camadas
estruturais - epiderme, derme e hipoderme - e uma variedade de células que
influenciam sua resposta imune, a pele € um 6rgao complexo e diversificado. No
entanto, apesar desses mecanismos de defesa, a pele esta continuamente sujeita ao
ataque de patdégenos como a Leishmania, que podem resultar em infec¢des cutaneas
(Chau et al., 2013; Bergers et al., 2016; Niehues et al., 2018; Pupovac et al., 2018).

Durante o processo de pesquisa, os modelos animais sao amplamente
empregados, especialmente em estagios pré-clinicos. Apesar de compartilharem
muitas fungdes anatdmicas, fisioldgicas e imunologicas com os seres humanos, ha
notaveis diferengas entre a pele de humanos e camundongos. A pele humana, por
exemplo, € mais espessa e possui menos foliculos capilares (Gerber et al., 2014).
Quando examinamos a resposta imunolégica, observamos diversas disparidades,
como a presenca e localizacao de diferentes subpopulagdes de células T, a expressao
de quimiocinas e a presenga ou auséncia de peptideos antimicrobianos. Essas
diferencas podem comprometer a tradugdo dos resultados obtidos em modelos
animais para a compreensao e tratamento de doencas humanas, potencialmente
resultando em falhas nos ensaios clinicos (Bergers et al., 2016; Pupovac et al., 2018).

Um vasto conhecimento também foi adquirido pelo uso de culturas de explantes
ex vivo, que apresentam todas as células, organelas e componentes de matriz
importantes, mas geralmente n&o s&o viaveis para testes padrdo devido a
variabilidade dos doadores e a disponibilidade limitada (Mathes; Ruffner; Graf-
Hausner, 2014).
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Existe um amplo espectro de modelos in vitro da pele humana, que diferem em
sua complexidade biolégica dependendo do estudo cientifico individual e/ou
demandas técnicas. Essas estruturas teciduais reconstruidas in vitro evoluiram a partir
de culturas simples de monocamadas celulares bidimensionais de um tipo de célula e
culturas 3D monotipicas até culturas 3D organotipicas compostas por diferentes tipos
de células co-cultivadas (Planz; Lehr; Windbergs, 2016).

Além disso, avangos na tecnologia de cultivo de tecidos possibilitaram a criagéao
de equivalentes de pele humana que reproduzem tanto a epiderme quanto a derme
(a pele completa) in vitro. Equivalentes de pele, disponiveis comercialmente, sdo
empregados na avaliagado da seguranca de cosmeéticos e na triagem de toxicidade de
diversos compostos farmacéuticos (Pellevoisin; Bouez; Cotovio, 2018; Ma; Wang;
Wang, 2021). Recentemente, essa tecnologia de cultivo de tecidos tem sido utilizada
para desenvolver modelos in vitro de doengas cutaneas, como psoriase, dermatite
atdpica e cancer de pele. Esse avango tem como objetivo principal a pesquisa de
medicamentos dermatolégicos, permitindo evitar o uso de animais em
experimentagdes. Estes produtos comerciais incluem uma gama de opg¢des, como o
Apligraf®, BioSeed®, Epicel®, Dermagraft®, Laserskin®, MySkin®, Orcel®, e
TransCyte® (Stanton et al., 2022; Semlin et al. 2011; Oualla-Bachiri et al., 2020; Vig
et al. 2017).

No entanto, é importante salientar que esses modelos de pele disponiveis
comercialmente geralmente consistem em sistemas de uma ou duas bicamadas,
havendo a auséncia de células imunes na maioria dos modelos. Essa estrutura
limitada pode restringir sua capacidade de fornecer insights abrangentes sobre as
complexas interacdes entre diferentes camadas da pele, bem como as interacdes
entre a pele e os patdégenos (Bolle et al., 2020).

A pele humana real, por sua vez, € notavelmente mais complexa, contendo
uma variedade de tipos celulares, incluindo células imunoldgicas, que esses modelos
nao conseguem replicar completamente (Davison-Kotler et al., 2018; Niehues et al.,
2018; Vidal et al., 2019; Zhang; Michniak-Kohn, 2012). Assim, ainda ha uma
necessidade continua de desenvolver modelos mais sofisticados que possam capturar
com maior precisdo a complexidade da pele humana e suas interagdes dinamicas com

o0 ambiente externo.
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3 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose cutanea (LC) € um grave problema de saude publica no mundo
e no Brasil com grande impacto no Estado de Pernambuco (Cavalcante et al., 2022).
A Leishmania spp. € o agente etiologico da leishmaniose, sendo um parasito
intracelular obrigatorio. Esta parasitose se caracteriza pelo surgimento de lesdes
cutaneas, apos inoculagao do parasito na pele do individuo. As lesdes podem variar
de uma unica a centenas, dependendo da resposta imune na pele e a espécie do
parasita envolvida na infeccdo, sendo a maioria das lesbes de aparéncia nédulos-
crostosa ulcerativa (Abadias-Granado et al., 2021). Atualmente, ainda ndo ha uma
vacina para prevenir a leishmaniose cutanea e as drogas utilizadas para o tratamento
da doenca sao bastante toxicas e apresentam efeitos adversos (Dinc, 2022).

Na LC tem se demonstrado a associagdo entre a resposta imunoldgica
desenvolvida pelo paciente e o curso da infecgdo. Alguns pacientes que se recuperam
da doenga podem apresentar uma imunidade duradoura e protegcdo contra
reinfecgdes, mas ainda ndo se conhece qual o tipo de imunidade necessaria para
controlar a doenga (Scott; Novais, 2016). Estudos com biopsia da lesdo sé&o
importantes para que se tenha entendimento da resposta imune in situ na pele.
Contudo, uma série de fatores limitam esse tipo de estudo, uma vez que € um
procedimento invasivo para o paciente ja debilitado, requer um dermatologista
especializado para realizar e a lesdo deve estar sem quadro de infecgao secundaria.

No intuito de mitigar este problema, pode-se langar mdo de modelos
equivalentes dérmicos para estudo da pele. A pele € o maior 6rgao do corpo humano,
correspondendo a cerca de 15% do peso total de um individuo. Esta apresenta uma
estrutura complexa no que diz respeito a sua formacdo, além de controlar a
temperatura corporal, sintese de vitamina D, barreira contra a penetracédo de
microrganismos e patodgenos, e protecao de érgaos internos (Jiao et al., 2024; Joshi
et al., 2023).

Os modelos de pele 3D assemelham-se melhor a arquitetura natural e as
funcdes da pele e devem ser considerados como padrao-ouro ao realizar estudos in
vitro sobre a pele humana (Niehues et al., 2018). Substratos bidimensionais sao
consideravelmente limitados na emulacdo destes microambientes 3D complexos,
devido a falta de arquitetura estrutural e néo reflete o comportamento fisiolégico das

células em tecidos reais. Além disso, habitar um substrato rigido 2D requer uma



44

adaptacao dramatica pelas células sobreviventes devido a falta do ambiente da matriz
extracelular unica de cada tipo de célula (Habanjar et al., 2021; Moysidou; Barberio;
Owens, 2021). Novas tecnologias em quimica de materiais, ferramentas de
fabricagéo, processamento e compreensao de biologia, levaram a criagado de matrizes
de células 3D que representam melhor a geometria de um microambiente e
microarquitetura semelhantes ao in vivo, apresentando mais relevancia bioldgica e
fisiologica, com varias interagdes célula-célula e célula-matriz extracelular e o acesso
diferente a nutrientes e oxigénio, como ocorre em tecidos humanos (Marques et al.,
2022).

Atualmente, ha diversas técnicas para a elaboragdo de modelos de pele em
3D, uma delas sendo os esferoides magnéticos. Esta técnica consiste na adi¢cao de
nanoparticulas magnéticas na cultura celular, sendo estas incorporadas nas células,
sem haver alteragcdo em sua funcdo metabdlica. Em seguida, as células que
incorporaram as nanoparticulas sao cultivadas em placas de cultura com baixa
adeséo celular, podendo ser feita a manipulacéo delas através da adicdo de campos
magnéticos. Isso leva a uma agregagéao celular com a formagao do esferoide. Essa
técnica permite que haja uma flutuagcdo dessas células em diregcao a interface ar-
liguida podendo ser utilizada para diversos tipos de células (Gaitan-Salvatella et al.,
2021; Labusca et al, 2021; Tepe; Aslanbay Guler; Imamoglu, 2023).

A cultura 3D leva a sistemas celulares mais complexos, permitindo que
multiplas linhas celulares sejam co-cultivadas, o que tem provado ser uma excelente
alternativa para, ou um complemento a modelos animais experimentais. Ao considerar
patdogenos, os estudos com Dichelobacter nodosus, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., Candida albicans, Herpes simplex,
acaros da sarna, Acanthamoeba, Strongyloides ratti e Schistosoma mansoni
demonstraram o potencial de equivalentes de pele para se estudar a biologia da
infeccao (Havliova et al., 2020; Kitisin et al., 2020; Maboni et al., 2017; Morgan; Arlian,
2010; Popov et al., 2014; Walochnik et al., 2009).

No entanto, ndo ha relatos sobre a aplicagao de esferoides imunocompetentes
investigando a interagao parasita-hospedeiro na leishmaniose cutédnea ou em testes
de novos compostos. Dessa forma, o estabelecimento de um modelo de esferoide

dérmico imunocompetente devidamente testado e validado podera contribuir para
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uma melhor compreenséao das interagcdes Leishmania-hospedeiro avangando nosso
conhecimento sobre elementos-chave no ciclo de vida do parasita e na patogénese

da doencga, melhorando assim a criagdo de estratégias para o seu tratamento.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver e testar um modelo de esferoide dérmico imunocompetente para estudos

na leishmaniose cutanea.

4.2 Objetivos Especificos

Estabelecer um modelo de esferoide dérmico imunocompetente;

Otimizar a infecgdo do modelo com L. amazonensis;

Avaliar mecanismo de acdo e a toxicidade in vitro de compostos
leishmanicidas;

Validar os esferoides dérmicos imunocompetente infectados com L.
amazonensis em ensaios com compostos leishmanicidas;

Avaliar a producdo de citocinas do modelo de esferoide dérmicos
imunocompetentes e o potencial imunomodulador dos compostos

leishmanicidas testados.



47

5 METODOLOGIA
5.1 Culturas celulares

5.1.1 Cultura de células de linhagem murina

Foram cultivadas duas linhagens murinas de origem tumoral: fibroblastos de
tecido conjuntivo murino (clone L929) e macrofagos J774 1.6 in vitro, em estufa de
CO2 a 37 °C. Para o cultivo destas, foi utilizado o meio RPMI suplementado com 10%

de SBF e 1% de penicilina/ estreptomicina, sendo feita a manutencéo a cada 48 horas.

5.1.2 Cultura do parasito

Formas promastigotas da L. amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016), foram
cultivadas in vitro, em incubadora BOD a 27°C, com meio de cultura Schneider’s
(Sigma, St. Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiético (100 Ul/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina; Sigma, St. Louis,
MO) até a fase de crescimento exponencial. Para a realizagdo dos ensaios de
infeccdo, a massa parasitaria foi centrifugada a 2500 RPM por 10 minutos, sendo feita
a contagem em hemocitdmetro e ajustes para os ensaios leishmanicidas e de infecgéo

dos esferoides dérmicos imunocompetentes.

5.2 Compostos

Foram utilizados trés compostos sintéticos, 3a, 3g e 4e, desenvolvidos no
Laboratério de Planejamento em Quimica Medicinal (LPQM), vinculado ao
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). A rota sintética utilizada para a obtencdo desses compostos e seus
respectivos substitutos foi descrita previamente por Da Silva et al. (2017). Ademais, a
Anfotecina B (AmB) e o Antimonial trivalente (Sblll) foram utilizados como farmacos
de referéncia. Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e
armazenados a -20°C até o momento de sua utilizagcdo nos experimentos, sendo

posteriormente diluidos no meio de cultura apropriado para cada ensaio.

5.3 Ensaio de viabilidade celular MTT

O ensaio de viabilidade celular foi feito através da técnica de MTT [3- (4,5-

dimetil -2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazélio], baseado na analise quantitativa da
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atividade da desidrogenase dos produtos da reagcdo NADH ou NADPH, que por sua
vez reduz a atividade formazan do MTT em células viaveis. Para os ensaios em 2D,
as células murinas foram tripsinizadas e contadas em hemocitdmetro para obter a
concentragdo de 1x10° por pogo. Nas placas de co-cultura, foi utilizada a proporgéo
de 8 fibroblastos para cada macréfago, a melhor proporgcéo obtida no ensaio de
padronizagao da construcao dos esferoides feita em estudos anteriores desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa (dados ainda ndo publicados). As células foram entao
plaqueadas em uma placa de 96 pocos e levadas para a estufa de CO2 a 37°C por 24
horas. Apds esse periodo, foi feita a adigdo dos compostos leishmanicidas: AmB, Sb
I, 3a, 3g, 4e. Os compostos foram testados nas concentragdes de 100ug/ml, 50ug/m,
25ug/ml, 12,5ug/ml, 6,25ug/ml, 3,125ug/ml, 1,56ug/ml e 0,78ug/ml. Apds a adi¢éo dos
compostos, a placa foi incubada novamente nas mesmas condi¢des anteriores por 48
horas. ApOs esse periodo, o reagente MTT foi adicionado e a placa foi incubada por 2
horas. Passando esse tempo, o meio foi descartado e 100uL de DMSO foi adicionado
aos pogos. Em seguida, feita a leitura das placas, onde a absorbancia foi avaliada

pelo espectrofotdbmetro a 570nm (Multiskan FC- Thermo Scientific).

5.4 Ensaios leishmanicidas

5.4.1 Promastigotas

Formas promastigotas da L. amazonensis foram cultivadas a 27°C com meio
Schneider’s (Sigma, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino até a sua fase
exponencial. Para avaliar a atividade leishmanicida dos compostos 3a, 3g, 4e, AmB e
Sb 1ll, os parasitas foram plaqueados na quantidade de 1x10° por pogo e incubados a
27°C com diferentes concentragdes dos compostos (0,78- 100 ug/mL) por 48 horas.
Apos esse periodo, a viabilidade dos parasitas foi avaliada a partir do metabolismo do
resazurina, utilizando o reagente AlamarBlue® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Sendo assim, foi adicionado 40uL
por poco de uma solucéo de AlamarBlue® a 50% e os parasitas foram incubados sob
as mesmas condi¢des por mais 24 horas. Em seguida, foi feita a analise colorimétrica
através da leitura em espectrofotometro, nos comprimentos de onda de 570 € 600 nm
e as porcentagens de inibicdo do crescimento foram calculadas utilizando-se umas

das férmulas preconizadas pelo fabricante do AlamarBlue®. O valor de ICso foi
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calculado com base na porcentagem de inibigdo do crescimento celular, em relagcao

ao grupo controle nao tratado.

5.4.2 Amastigotas

Macrofagos da linhagem J774 foram plaqueados na quantidade de 1x10° por
poco em placas de 96 pocos e incubados por 24 horas em estufa de CO2a 37°C. Apos
esse periodo, foi realizada a infecgédo, na qual promastigotas de L. amazonensis foram
adicionadas a placa na proporcao de 20 parasitos por macréfago e incubadas por 24
horas a 27°C. Em seguida, os compostos 3a, 3g, 4e foram adicionados em
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 € 0,78 pug/mL por 48 horas. Apos
o tratamento, foram realizadas cinco lavagens dos pogos com meio RPMI nao
suplementado com SFB para remover os parasitas nao internalizados. Para a lise
celular e liberagao das amastigotas do meio intracelular, os pogos foram incubados
com 0,02% de dodecil sulfato de sddio (SDS) (Isofar, Duque de Caxias, RJ, BRA) por
30 minutos a 27°C. Em seguida, foi adicionado meio Schneider contendo 20% de SBF
e 1% de penicilina/estreptomicina para neutralizar o SDS, e a placa foi incubada a
27°C por 72 horas. Apos esse periodo, foi adicionado o reagente de viabilidade celular
AlamarBlue® por 24 horas a 27°C. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro para
analise colorimétrica nos comprimentos de onda de 570 e 600nm. A determinacao da
ICso foi feita usando o software GraphPad Prism® versao 8.0.1 por meio de regressao
nao linear. Como controles negativos, foram utilizados pogos com macréfagos sem
infeccdo e pogos com macréfagos infectados e sem tratamento. Macrofagos
infectados e tratados com AmB e Sb Ill foram usados como controle positivo. Células

nao infectadas foram usadas como branco na leitura do espectrofotdmetro.
5.4.3 Analise do potencial da membrana mitocondrial

Para determinar o efeito dos compostos sobre a integridade da membrana
mitocondrial, promastigotas de L. amazonensis na concentragio de 1x10° por pogo
foram tratadas por 48 horas com 1x, 2x e 4x o valor da ICso, previamente estabelecido
no item 5.3.1. Apés o tratamento, as células foram colocadas em tubos de poliestireno
de 5ml em triplicata. Como controle positivo, parasitos foram tratados com 5uM de
valinomicina por 20 min. Os parasitas tratados e nao tratados foram lavados uma vez

com PBS e centrifugados por 5min a 2000 RPM. Em seguida, foi feita a incubagéao
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com 10 pg/mL de rodamina 123 (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) por 20 min. Parasitos
nao tratados e sem marcagao foram utilizados como controle negativo. Apés a
incubagédo, os parasitas foram lavados duas vezes com PBS, sendo submetidos a
centrifugagcdes a 2000 RPM por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, foram
ressuspendidos em 200uL de PBS e levados para aquisi¢ao. A aquisigao foi realizada
em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton & Dickinson, San José, EUA), equipado
com o software Cell Quest, usando o canal FL1-H (20.000 eventos\tubo). As analises
foram realizadas usando o software FlowJo versdo 10. As alteracdes na polarizagao
da membrana mitocondrial foram medidas usando o indice de Variagdo (VI) obtido
pela equagao (MT-MC)/MC, onde MC ¢ a intensidade mediana de fluorescéncia do
controle e MT a intensidade mediana de fluorescéncia das células tratadas. Valores
negativos para VI representam despolarizagdo da membrana mitocondrial (Dos
Santos Alianga et al., 2014).

5.4.4 Analise de viabilidade e morte celular

Para analisar o mecanismo de morte celular, promastigotas de L. amazonensis
foram marcadas na concentragdo de 1x10° por pogo, tratadas por 48 horas com 1x,
2x e 4x o valor da ICs0, além de um grupo nao tratado. A marcacéo foi realizada com
Anexina e lodeto de Propideo (PI) em tubos de poliestireno de 5 ml. Nos controles
positivos, foram adicionados 500 yL de alcool 70% aos tubos que nao receberiam
nenhuma marcacgao, tubos que receberiam apenas Anexina ou apenas Pl e tubos com
dupla marcacgao. Os parasitas tratados e nao tratados foram lavados uma vez com
500 pL de solugdo tampéo de ligagdo (Binding Buffer) e incubados com 5 yL de
Anexina por 10 minutos. Apds outra lavagem com 500 pL da solugdo tampao,
centrifugando a 2000 RPM por 5 minutos, os parasitas foram ressuspensos em 200
ML da solucédo tampao e 5 L de Pl foram adicionados. Parasitas nao tratados e nao
marcados foram utilizados como controle negativo. A aquisicdo dos dados foi
realizada em um citdbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton & Dickinson, San José,
EUA), equipado com o software Cell Quest. Os dados foram obtidos através dos
canais FL1 (Anexina) x FL2-H (PI), analisando-se vinte mil eventos por amostra. As
analises foram realizadas usando o software FlowJo versao 10. Os resultados foram

expressos como a porcentagem de células marcadas para cada condigao testada.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098717302324?casa_token=UsRwi_rxviwAAAAA:WeMRRRZrzTSXn3rLghG3KdO8xiQCynSrmV1UaydN7bx-OAScadU7SxvrGHmdo3PZi014UiANDg#bb0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098717302324?casa_token=UsRwi_rxviwAAAAA:WeMRRRZrzTSXn3rLghG3KdO8xiQCynSrmV1UaydN7bx-OAScadU7SxvrGHmdo3PZi014UiANDg#bb0045
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5.5 Elaboracgao e infecgao do esferoide dérmico imunocompetente murino

ApOs a expanséao das células descritas no item 5.1.1, cada linhagem celular foi
tripsinizada, contada em hemocitbmetro e ajustada para o experimento. Foram
realizados calculos proporcionais para utilizar 8 fibroblastos para cada macrdéfago.
Apds os célculos, as células foram adicionadas na concentragao de 1x10° células por
esferoide em tubos Falcon de 15 ml, aos quais foi adicionado 1 uL de NanoShuttle™.
As células e a NanoShuttle™ foram submetidas a uma centrifugagéo de 1500 RPM
por 5 minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspenso no meio e novamente
centrifugado. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes, até o pellet obter uma
coloragcdo marrom homogénea, indicando a internalizacdo das nanoparticulas nas
células. Ao final, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram entéo distribuidas em
uma placa de 96 pocos de fixagao ultrabaixa (Greiner, Bio-One), sendo semeadas
1x10° células por pogo. Em seguida, a placa foi colocada sobre um drive magnético
de 96 imas de neodimio para atrair as células e formar os esferoides, sendo incubada
por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Apds esse periodo, o drive magnético foi removido

e a placa foi incubada por mais 24 horas para remodelacéo e levitacdo dos esferoides.

Com os esferoides formados, foi realizado o processo de infecgdo com a L.
amazonensis. O meio de cultura foi removido dos pogos e adicionado meio de cultura
contendo os parasitos na propor¢ao de 20 parasitos por macréfago. Apos a adigao
dos parasitos, a placa foi incubada por 4 horas a 33°C e 5% de CO2. Passado esse
periodo, foram realizadas lavagens dos pogos para remover os parasitas nao
internalizados, adicionando-se 100 puL de meio RPMI suplementado com 10% de soro

fetal bovino. Apds duas lavagens, a placa foi incubada novamente por mais 24 horas.
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Figura 10- Diagrama do processo de formacao e infecgao dos esferoides celulares.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

5.6 Ensaio de quantificagao da carga parasitaria dos esferoides dérmicos
infectados

As ftriplicadas dos esferoides infectados com a L. amazonensis com e sem
tratamento foram lisadas por agdo mecanica utilizando ponteiras e, em seguida, e
transferidas para microtubos de 2 mL, constituindo um pool para cada condigao
experimental. Apds a transferéncia foi realizada a extracdo do DNA através do Kit
Qiagen (QlIAamp® DNA Mini Kit) seguindo as recomendag¢des do fabricante. A
quantificacdo da carga parasitaria dos esferoides infectados com e sem tratamento foi
realizada pelo sistema de deteccdo com intercaladores ndo especificos SYBER®
Green. O volume final foi de 25 pl contendo primers, DNA e SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems). A curva padrao foi construida a partir de diluicdes seriadas da
cultura de L. amazonensis (0,5ng, 50pg, 5pg, 0,5pg, 50fg e 5fg) e usada como
controles positivos. As amostras foram testadas em duplicatas, usando condicdes
padrao (40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15 s e anelamento a 60 °C por 1 min),
no Sistema QuantStudio Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific).

5.7 Dosagem de citocinas dos esferoides dérmicos imunocompetentes por
citometria de fluxo

As citocinas TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram mensuradas em
sobrenadante dos esferoides tratados com 1x, 2x e 4x o valor da ICso dos compostos
3a e AmB, obtidas a partir dos testes com amastigotas da espécie de L. amazonensis.
Foi utilizado neste ensaio o kit CBA mouse Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead
Array CBA, BD Bioscience, San Jose, CA) de acordo com as recomendacgdes do
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fabricante. A aquisicao dos dados foi realizada através do citbmetro FACSCalibur (BD
Bioscience) e as analises através do software FCAP Array v3 (Soft Flow Inc). Este

ensaio foi realizado apenas com o composto que se destacou nos testes iniciais.

5.8 Dosagem de Oxido Nitrico (ON)

Foram feitas as dosagens de Oxido nitrico nas placas infectadas e néao
infectadas de culturas 2D e 3D contendo apenas macrofagos J774 e desses
macréfagos em co-cultura com fibroblastos da linhagem L929. Para o ensaio, 50ulL do
sobrenadante das placas das culturas em monocamada e contendo os esferoides nao
infectados e infectados com e sem tratamento com os compostos leishmanicidas nas
concentragdes de 1x, 2x e 4x ICso foram coletados no ultimo dia de experimento. Para
tanto, transferiu-se 50 pl do sobrenadante de cada pocgo para placas de 96 pogos e o
mesmo volume do reagente de Griess (solugdo de sulfanilamida 1% e
dihidrocloretonatftiletileno diamina 0,1% em H3PO4 a 0,3 M) para avaliar a quantidade
de ON. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Multiskan FC- Thermo Scientific)
a 540 nm e a concentragao de ON foi determinada comparando-se a absorbancia das
amostras com uma curva padrao preparada com nitrito de sédio. O percentual de
producao de ON de cada composto foi avaliado comparando os resultados das

absorbancias com os das culturas n&o tratadas com os compostos.

5.9 Analise Estatistica

As anadlises foram conduzidas utilizando testes paramétricos ou néo
paramétricos apos a confirmacao da normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. A
variabilidade entre os grupos tratados e o grupo controle foi analisada com o teste de
Mann-Whitney, uma vez verificada a nao normalidade. Para determinar os valores de
ICs0 e CCs0, foram aplicados testes de regressédo nao linear simples. O indice de
seletividade foi calculado a partir da razao entre os valores da CCso e ICso obtidos.
Todas as analises foram feitas com o software GraphPad Prism 8.0, e as conclusdes

foram consideradas significativas ao nivel de 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao da atividade citotéxica dos compostos em cultura 2D de células
murinas

6.1.1 Macréfagos J774

Os valores de concentracédo citotdxica para os macrofagos J774, obtidos
através do ensaio de MTT, variaram entre 3,5 ug/mL (Sb Ill) e 25,3 ug/mL (composto
3a), conforme representado na Tabela 1. Dentre todos os compostos avaliados, o
composto 3a destacou-se como o0 menos toxico, apresentando a menor citotoxicidade
em comparacgao as drogas de referéncia, cujos valores de CCso foram 24,5 ug/mL
paraa AmB e 3,5 ug/mL para o Sb Ill. Além disso, o composto 4e também apresentou
baixa toxicidade com um valor de 16,1 pg/mL. Em contraste, o composto 3g destacou-
se negativamente (7,7 pg/mL), mostrando-se mais toxico do que a droga de referéncia

AmB, porém menos toxico que o Sb Il (Tabela 1).

6.1.2 Fibroblastos L929

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos nos fibroblastos L929 revelou que
todos os compostos testados apresentaram valores de CCso superiores ao da AmB
(4,2 uyg/mL) e do Sb Il (11,9 pg/mL). Esses valores variaram de 14,2 ug/mL (composto
4e) a 26,2 pg/mL (composto 3g), sendo o composto 3g o menos tdxico entre os
compostos testados para essa linhagem celular, conforme mostrado na Tabela 1.
Esses resultados sugerem que os compostos possuem uma menor toxicidade em
fibroblastos L929 quando comparados a AmB e Sblll, com destaque para o composto

39, que apresentou a maior seguranga (Tabela 1).

6.2.3 Co-cultura J774 e L929

O potencial citotéxico dos compostos estudados também foi avaliado sobre as
células das linhagens L929 e J774 em co-cultura na propor¢ao de 8:1,
respectivamente. Os resultados descritos na Tabela 1 apresentaram os valores de
CCso que variaram de 8,8 ug/mL (composto 3g) a 42,1 pg/mL (composto 3a). Os
resultados indicam que entre os compostos avaliados para essas células em co-
cultura, o composto 3a € o que mais se destaca, apresentando CCso de 42,1 uyg/mL e

se mostrando menos téxico e superando as drogas de referéncia. Em contrapartida,
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0s compostos 3g e 4e se mostraram mais toxicos do que a AmB. Ademais, o0 composto
3g foi 0 unico entre os compostos testados que se mostrou mais toxico do que ambas

as drogas de referéncia (Tabela 1).

Tabela 1- Atividade citotoxica de uma nova classe de compostos piridinas tiazois frente a
macroéfagos J774, fibroblastos L929 e J774 e L929 em co-cultura.

J774 L929 J774+1929
Compostos
CCso (pglmL) CCs (pg/mL) CCso (pg/mL)
AmB 24,5 4,2 32,0
Sb il 3,5 11,9 11,2
3a 25,3 21,6 42,1
39 7,7 26,2 8,8
4e 16,1 14,2 1.6

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
CCso: Concentragao citotdxica para 50% das células.

6.2 Avaliagao da acao dos compostos em Leishmania amazonensis

6.2.1 Formas promastigotas

Os valores de inibigdo das formas promastigotas variaram entre 1,5 uyg/mL para
o composto 3a, 1,6 yg/mL para o composto 3g e 1,8 ug/mL para o composto 4e. Todos
0s compostos testados apresentaram valores de ICso significativamente melhores em
comparagao com as drogas de referéncia, AmB (28,3 ug/mL) e Sb Il (43,1 ug/mL),
conforme detalhado na Tabela 2. Apesar dos valores muito proximos, entre todos os
compostos analisados, o composto 3a foi 0 que mais se destacou, demonstrando a
melhor atividade leishmanicida (Tabela 2). Esses resultados indicam um potencial
terapéutico promissor tanto do composto 3a quanto dos outros compostos, superando

a eficacia da AmB e SBIIl nas formas promastigotas do parasito.
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Tabela 2- Atividade leishmanicida de uma nova classe de compostos piridinas tiazéis frente a
promastigotas de L. amazonensis.

Leishmania amazonensis

Compostos ICs0 pg/mL
AmB 283
Sb 1ll 431

3a 1.5
3g 1,6
4e 1.8

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

ICs0: concentragdo inibitéria para 50% das promastigotas de L. amazonensis.

6.2.1.1 Indice de Seletividade

Os compostos também foram avaliados quanto ao seu indice de seletividade
(IS), que é a razdo entre os valores de citotoxicidade (CCso) para as células de
mamiferos e os valores de atividade leishmanicida (ICso). Dessa forma, foi calculada
a razao entre os valores de CCso dos macréfagos J774, fibroblastos L929 e das duas
células em co-cultura com os valores das ICso dos compostos 3a, 3g, 4e, AmB e Sb
Il frente a promastigotas da L. amazonensis. O IS obtido para as formas do parasito
indicou que, em relagdo aos macrofagos J774, todos os compostos se mostraram
mais seletivos para o parasito do que para as células murinas, exceto a AmB e o SBllI,
com o composto 3a sendo o mais seletivo (16,9) (Tabela 3).

Ja sobre os fibroblastos L929, todos os compostos também se mostraram mais
seletivos para o parasito do que para as células, com a exceg¢ao também da AmB (0,2)
e do Sb Il (0,3). Além disso, o composto 3g foi 0 que apresentou uma maior
seletividade (Tabela 3).

Em relagéo a co-cultura de J774 e L-929, todos os compostos mostraram uma
maior seletividade para o parasita, exceto o Sb Il (0,3). Ademais, nessa condi¢ao de
co-cultura o destaque foi dado ao composto 3a, que se ressaltou apresentando um IS
de 28,1 (Tabela 3).
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Tabela 3- indice de Seletividade (IS) para a forma promastigota de Leishmania amazonensis de
uma nova classe de compostos piridinas tiazoéis.

J774 L-929 J774+1L-929
Compostos
IS (promastigotas) IS (promastigotas) IS (promastigotas)
AmB 0,9 0,2 1,1
Sb il 0,1 0,3 0,3
3a 16,9 14,4 28,1
39 4,8 16,4 55
4e 8,9 7,9 6,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

IS: indice de seletividade.

6.2.2 Formas amastigotas

As concentragbes inibitérias das formas amastigotas com as drogas de
referéncia e os compostos da nova classe das piridinas tiazois também foram
determinadas. Durante os testes, observou-se que a AmB apresentou um
desempenho superior nesta forma do parasito, exibindo um valor de inibicdo na
concentracao de 2,6 yg/mL. Em relagdo a AmB, para essa forma do parasita, todos
0s compostos apresentaram um desempenho inferior. Porém, todos os compostos se
mostraram mais eficientes do que a o Sb Ill, que apresentou ICso de 20,6 pg/mL.

Ademais, a maioria dos compostos apresentou uma maior seletividade para os
parasitos do que para os macréfagos, com apenas o Sb Il e o composto 3g sendo
mais seletivos para as células. Dentre todos os compostos, a AmB foi a mais seletiva
para os parasitos e, dentre os nossos compostos, o 3a mostrou o melhor potencial.
Nossos resultados indicam que a diferenga na atividade antileishmania entre as
diferentes classes de compostos testados depende do estagio do ciclo de vida do

parasita (Tabela 4).
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Tabela 4- Atividade leishmanicida de uma nova classe de compostos piridinas tiazéis frente a
amastigotas de L. amazonensis.

Compostos Leishmania amazonensis JTS74
ICso (Mg/mL)

AmB 2,6 9,4

Sb il 20,6 0,2

3a 12,6 2,0

39 9,1 0.8

4e 8,3 1.9

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
ICs0: Concentragéo inibitoria para 50% das promastigotas de L. amazonensis.

IS: indice de seletividade

6.2.3 Avaliagao do potencial da membrana mitocondrial

A marcagao com a rodamina123 foi usada para avaliar o efeito dos compostos
AmB, Sb lll, 3a, 3g e 4e em diferentes concentragdes (1x, 2x e 4x ICsp) no potencial
da membrana mitocondrial, onde as células foram analisadas por citometria de fluxo.
Os resultados mostraram que promastigotas da L. amazonensis tratadas diminuiram
a intensidade de fluorescéncia da rodamina123, demonstrando assim diminuicdo no
potencial mitocondrial nos parasitos tratados quando comparada com os parasitos nao
tratados. Com base na Tabela 5 e na Figura 11, pode-se interpretar que todos os
compostos despolarizam a membrana dos parasitas em todas as concentragdes
testadas. A despolarizagdo aumenta progressivamente conforme a concentracéo é
elevada na maioria dos compostos, atingindo o maior nivel na concentragao de 4xICso.
No entanto, o composto 3g apresenta a maior despolarizagdo na concentracéo de
2xICso (Figura 11, Tabela 5).
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Tabela 5- Efeito dos compostos AmB, Sb lll, 3a, 3g e 4e nas concentragdes de 1x, 2x e 4x os

valores da ICso sobre o potencial da membrana mitocondrial.

Tratamento v
Sem marcagao 0
Controle marcado -0,33
AmB 1x 0,73
AmB 2x 0,88
AmB 4x -0,89
Sb lll 1x -0,63
Sb 1l 2x -0,70
Sb Il 4x 0,84
3a1x -0,58
3a 2x -0,55
3a 4x 0,82
3g 1x -0,83
39 2x -0,88
3g 4x -0,87
4e 1x -0,58
4e 2x -0,87
4e 4x -0,89

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

IV: indice de Variacéo
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Figura 11- Representagao grafica da citometria de fluxo para andlise da agao dos compostos
AmB, Sb lll, 3a, 3g e 4e no potencial da membrana mitocondrial de promastigotas da
Leishmania amazonensis.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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6.2.4 Avaliagao da morte celular por citometria de fluxo

Os dados apresentados na figura 12 mostram a porcentagem de morte celular
nas formas promastigotas tratadas com os compostos AmB, Sb lll, 3a, 3g e 4e por 48
horas em diferentes concentragdes (1x, 2x e 4x ICs0), marcadas com anexina V e
iodeto de propidio. A analise diferenciou entre apoptose recente, apoptose tardia e
necrose. De acordo com os resultados, todos os compostos induziram uma alta
porcentagem de apoptose recente nas formas promastigotas. Observou-se que a
apoptose recente foi exibida principalmente nas concentracées mais altas (4x 1Cso)
dos compostos, com excegao do composto 3g, que teve seu pico na concentragéo de
2x I1Cso0 (Figura 12). Além disso, houve uma menor incidéncia de apoptose tardia, com
a maioria das células ndo apresentando sinais significativos desse tipo de morte
celular, independentemente da concentracdo do composto utilizado (Figura 12). Em
relacdo a necrose, os dados indicam que esse tipo de morte celular foi minimo em
todas as condi¢cbes testadas, sugerindo que os compostos testados induzem
predominantemente apoptose nas formas promastigotas em vez de necrose (Figura
12 e 13).

Figura 12- Representagéao grafica da avaliagdo da morte celular por apoptose e necrose das
formas promastigotas tratadas com 1x, 2x e 4x os valores da ICso dos compostos AmB, Sblll,
3a, 3g e 4e.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 13- Aquisicao por citometria de fluxo para analise morte celular com Anexina V e iodeto
de propidio.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

6.3 Esferoides dérmicos murinos

6.3.1 Esferoides dérmicos nao infectados

Aposs 24 horas do plaqueamento das células magnetizadas na placa repelente

celular, acoplada ao drive magnético contendo 96 iméas de neodimio, observou-se a
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formacao inicial de esferoides celulares. Esses esferoides apresentavam pequenas
aglomeracgdes de células ao redor, indicando um estagio inicial de organizacéo. As
células comegaram a se agrupar, criando as primeiras estruturas esferoidais visiveis
ao microscopio. Apds a adicdo do drive de levitagdo, os esferoides comegaram a
levitar, o que contribuiu para uma compactacdo mais homogénea e eficiente. A
levitagdo permitiu que as células se organizassem de maneira mais uniforme,
reduzindo os espacos entre elas e aumentando a densidade celular. Essa etapa foi
crucial para melhorar a integridade estrutural dos esferoides, facilitando a formagao
de uma esfera mais compacta e estavel. Os compostos foram adicionados apos as 48
horas de formacao e no ultimo dia do ensaio, apdés mais 48 horas de incubagao com
os compostos, totalizando 96 horas de experimento, os esferoides mantiveram
notavelmente a integridade de sua morfologia e compactagao. A zona proliferativa dos
esferoides, que é crucial para a viabilidade e crescimento celular, estava bem definida
e ativa, demonstrando que as condi¢gdes experimentais suportavam nao apenas a

formacao, mas também a manutengdo e o crescimento dos esferoides (Figura 14).

Figura 14 - Formacao dos esferoides dérmicos murinos ao longo dos dias. Aumento de 20x.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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Legenda: Oh- Dia do plaqueamento. Células ainda dispersas; / 24h: Esferoides formados. Dia da
remocgao do ima magnético e adicdo do drive de levitagédo;/ 48h: Esferoides levitando. Dia da adi¢ao
dos compostos;/ 96h: Imagem dos esferoides com a concentragdo mais alta dos compostos (4x ICso)

apos o periodo de incubacgao.
6.3.2 Esferoides dérmicos infectados

Nos ensaios com esferoides destinados a infecgdo, a formagado seguiu um
padrdao semelhante ao observado no experimento anterior até o momento da infecgéao.
Os esferoides apresentaram uma estrutura compacta e bem definida, mantendo
caracteristicas morfologicas consistentes. Apos 48 horas de formagao, os parasitos
foram introduzidos, e ao longo das 72 horas de experimento, observou-se uma leve
degradagao dos esferoides. Essa degradacdo foi acompanhada por uma perda
significativa de células, evidenciada pela redugao do tamanho dos esferoides e por
alteracdes em sua morfologia. As zonas proliferativas, inicialmente bem demarcadas,
comegaram a apresentar sinais de desorganizacédo e perda celular a partir das 72

horas, momento em que os compostos foram adicionados (Figura 15).

Figura 15- Acompanhamento dos esferoides murinos infectados com a L. amazonensis ao
longo dos dias. Aumento de 20x.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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Legenda: Oh- Dia do plaqueamento. Células ainda dispersas; / 24h: Esferoides formados. Dia da
remogcdo do ima magnético e adicao do drive de levitagdo;/ 48h: Esferoides levitando antes da
realizacado do ensaio de infeccdo. Dia da infecgao com a L. amazonensis; [72h: Esferoides infectados.
Dia da adicdo dos compostos; / 120h: Esferoides infectados e tratados. Imagem dos esferoides com a

concentragcdo mais alta dos compostos (4x ICso) apds o periodo de incubacéo.

6.4 Quantificagao da carga parasitaria dos esferoides dérmicos infectados

A carga parasitaria (fg/ul) dos esferoides infectados submetidos a tratamentos
por 48h com os compostos AmB e 3a nas concentracdes de 1x, 2x e 4x ICso foi
quantificada por qPCR. A analise dos dados revela que o grupo controle, sem
tratamento, exibiu a maior carga parasitaria, com uma média de 16.833.858 fg/ul,

servindo como referéncia para a carga sem intervencao terapéutica.

Nos esferoides infectados tratados com a concentracdo ICso de AmB (AmB 1x),
a carga parasitaria foi reduzida 3,67 vezes (4.581.786,5 fg/ul) em relagédo ao controle.
Ao aumentar para 2x a concentracdo ICso de AmB (AmB 2x), a carga parasitaria
continuou a diminuir, reduzindo-se 4,34 vezes (3.883.541,875 fg/ul). Com o tratamento
utilizando 4x ICso de AmB (AmB 4x), observou-se uma redugéo ainda mais acentuada,
diminuindo 7,28 vezes (2.313.084,75 fg/ul) a carga parasitaria (Figura 16). Os
esferoides tratados com a concentracao ICso de 3a (3a 1x) apresentaram uma carga
parasitaria reduzida 4,16 vezes (4.042.084,25 fg/ul) em relagdo ao controle.
Entretanto, os esferoides tratados com duas e quatro vezes a concentracao ICso de
3a (3a 2x e 3a 4x) destacaram-se por suas reducdes drasticas, diminuindo 32,65
vezes (515.536,531 fg/ul) e 33,36 vezes (504.712,375 fg/ul), respectivamente. Esses
resultados indicam que o composto 3a, em concentracdes aumentadas, possui uma
eficacia extremamente elevada na reducdo da carga parasitaria. Dessa forma, os
dados demonstram que, embora ambos os tratamentos (AmB e 3a) sejam eficazes na
reducdo da carga parasitaria, o composto 3a, especialmente em concentracdes mais
altas, se sobressai consideravelmente, destacando-se como um tratamento
potencialmente mais eficaz no combate ao parasito (Figuras 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24 e 25).



Figura 16- Representagao grafica da quantificagao da carga parasitaria dos esferoides
infectados tratados com 1x,2x, e 4x o valor da IC5o da AmB e composto 3a por gPCR.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 17- Grafico de amplificagao do kDNA da Leishmania referente ao controle negativo (NTC)

do experimento de quantificagdo da carga parasitaria dos esferoides infectados e tratados
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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Figura 18- Grafico de amplificagao do kDNA da Leishmania referente a curva padrao variando
de 50ng a 0,5 fg do experimento de quantificacdo da carga parasitaria dos esferoides
infectados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Figura 19- Grafico de amplificagdo do kDNA da Leishmania referente a quantificagao da carga
parasitaria dos esferoides infectados e sem tratamento.
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Figura 20- Grafico de amplificagdo do kDNA da Leishmania referente a quantificagcdao da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 1x o valor da ICs, da AmB.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Figura 21- Grafico de amplificagdo do kDNA da Leishmania referente a quantificagado da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 2x o valor da ICs; da AmB.
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Figura 22- Grafico de amplificagdo do kDNA da Leishmania referente a quantificagao da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 4x o valor da ICs, da AmB.
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Figura 23- Grafico de amplificagdao do kDNA da Leishmania referente a quantificagao da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 1x o valor da ICso do composto 3a.
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Figura 24- Grafico de amplificagdo do kDNA da Leishmania referente a quantificagao da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 2x o valor da ICso do composto 3a.
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Figura 25- Grafico de amplificagdao do kDNA da Leishmania referente a quantificagao da carga
parasitaria dos esferoides infectados tratados com 4x o valor da ICso do composto 3a.
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6.5 Producao de citocinas em sobrenadantes das culturas

As citocinas do perfil Th1 (IFN-y, IL-2, IL-6 e TNF), Th2 (IL-4 e IL-10) e Th17
(IL-17A) em sobrenadante dos esferoides foram avaliadas 48 horas apos a incubagéo
com a droga de referéncia (AmB) e o composto 3a, o qual se destacou nos testes de
atividade leishmanicida e citotoxicidade para macroéfagos, utilizando citometria de
fluxo. Os resultados mostraram uma induc¢ao nos niveis de citocinas pro-inflamatérias
do perfil Th1, especificamente TNF e IL-6 (Figuras 26 e 27).

Sobre a producéo de TNF, na concentragéo de 1x ICso, 0s esferoides infectados
tratados com o composto 3a apresentaram uma producéo de TNF significativamente
maior do que os esferoides nao infectados tratados com o mesmo composto (p=
0,0093). Também foi observada uma inducdo duas vezes maior de TNF nos
esferoides infectados tratados com 3a em comparagdo com aqueles tratados com
AmB (p= 0,0072). Na concentragéo de 2x ICso, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas na producgéo de TNF entre os esferoides tratados com AmB e os tratados
com 3a, tanto entre esferoides ndo infectados quanto para infectados. Por outro lado,
na concentracdo de 4x ICso, a producéo de TNF foi novamente significativamente mais
alta nos esferoides infectados tratados com o composto 3a em comparagdo com 0s
esferoides ndo infectados tratados com o mesmo composto (p= 0,0006). Além disso,
a producdo de TNF nos esferoides infectados tratados com 3a superou
significativamente a dos esferoides tratados com AmB (p=< 0,0001), sendo trés vezes
maior. Esses resultados sugerem que o composto 3a induz uma producdo de TNF
significativamente maior em esferoides infectados do que em esferoides nao
infectados e em comparacdo ao tratamento com AmB, especialmente nas

concentracfes mais altas do composto 3a (Figura 26).



72

Figura 26- Produgdo de TNF em esferoides dérmicos murinos nao infectados (NI) e infectados
(INF) tratados com os compostos AmB e 3a nas concentragdes de 1x, 2x e 4x o valor da ICso.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
CT NI: Controle nao infectado e sem tratamento / CT INF: Controle infectado e sem tratamento.
*: SignificAncia estatistica com um valor de p< 0,05; / **: SignificAncia estatistica com um valor de p<

0,01; / »+x: SignificAncia estatistica com um valor de p < 0,0001.

Em relacéo a IL-6, foi observado que a AmB estimulou a maior producéo dessa
citocina. Nos esferoides nado infectados, a producédo de IL-6 foi significativamente
maior em todas as concentragdes testadas (1x ICso p=<0,0001; 2x ICso p=0,0163; e
4x ICs0 p=<0,0001) quando comparada ao composto 3a, com a AmB induzindo niveis
mais elevados de IL-6.

Nos esferoides infectados, observou-se que a AmB induziu uma maior
producao de citocinas em todas as concentragdes testadas. A diferenga significativa
foi observada apenas entre os esferoides tratados com AmB e com o composto 3a
nas concentragdes de 2x ICso (p=0,0044) e 4x ICs0 (p=0,0015). Nessas condig¢oes, a
AmB induziu uma producdo de IL-6 aproximadamente quatro vezes maior na
concentracdo de 2x ICso e seis vezes maior na concentracdo de 4x ICso em

comparagao com o composto 3a (Figura 27).
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Figura 27- Producgéo de IL-6 em esferoides dérmicos murinos nao infectados (NI) e infectados
(INF) tratados com os compostos AmB e 3a nas concentragdes de 1x, 2x e 4x o valor da ICso.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
CT NI: Controle nao infectado e sem tratamento / CT INF: Controle infectado e sem tratamento.
*; SignificAncia estatistica com um valor de p< 0,05; / **; Significancia estatistica com um valor de p<

0,01; / ****: Significancia estatistica com um valor de p < 0,0001.

6.6 Produgao de Oxido Nitrico (ON)

Os ensaios realizados de dosagem de oOxido nitrico em sobrenadantes de
culturas 2D e 3D com macréfagos J774 nao infectados e infectados em monocultura
ou em co-cultura com fibroblastos L929 indicaram que nenhum composto avaliado no

estudo induziu a produgao de ON por estas células em ambos os modelos (dados néo
mostrados).
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7 DISCUSSAO

A Leishmaniose cuténea é caracterizada por les6es cutaneas que podem levar
a morbidade significativa, incluindo desfiguracdo e estigma social (Mokni, 2019).
Embora a LC na maioria dos casos nao seja fatal, seu tratamento apresenta desafios
significativos devido as limitagbes das terapias atuais, incluindo efeitos colaterais,
resisténcia e problemas de acesso. Pesquisas e desenvolvimento continuos de novas
opcoes de tratamento sdo essenciais para melhorar os resultados dos pacientes e
reduzir o impacto da doenga nas populagbes afetadas (Garza-Tovar et al., 2020;
Madusanka; Silva; Karunaweera, 2022).

Nos ultimos anos, os estudos de interagao parasita-hospedeiro na leishmaniose
utilizando cultura de células 3D tém se mostrado uma ferramenta valiosa para a
compreensao desses mecanismos, 0 que pode contribuir para influenciar o
desenvolvimento de novas estratégias de profilaxia e terapia (Gabriel et al., 2019).

A utilizagao dessa técnica para realizagao de estudos contribuiu positivamente
para diversos achados na literatura. Através de estudos com modelos em 3D ja se
conseguiu observar a caracterizagao das diferentes formas do parasita (promastigotas
e amastigotas) e a analise de suas interagdes com a matriz extracelular e células
hospedeiras (macréfagos), bem como morte desses macréfagos infectados e o
aumento da produgao de citocinas inflamatdrias, indicando uma resposta imune
inflamataria tipica da infecgéo por Leishmania. Além disso, esses modelos também ja
se mostraram uteis para testagem de drogas (Petropolis et al., 2014; O’Keeffe et al.,
2020).

Um estudo com o modelo de leishmaniose visceral (LV) utilizando esferoides
de células hepaticas para simular o ambiente in vivo, permitiu a analise precisa da
interacdo entre o parasita e as células hepaticas. Este estudo forneceu insights
valiosos sobre a resposta imune do figado aos parasitas, contribuindo para uma
melhor compreensdo da patogénese da LV e abrindo novas perspectivas para o
desenvolvimento de terapias e intervencbes mais eficazes contra essa doenca
(Rodrigues et al., 2020).

Para a validagdo dos modelos de esferoides desenvolvidos nesse estudo,
foram feitos ensaios em cultura 2D com as células que seriam utilizadas no modelo
de esferoide dérmico imunocompetente e os compostos. Nesses ensaios, 0 composto

3a se mostrou menos toxico e com uma maior seletividade para as formas
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promastigotas da L. amazonensis do que para a cultura de macrofagos J774 e para a
co-cultura dessas células com fibroblastos L929. Resultados semelhantes foram
descritos por Silva e colaboradores (2021), onde esse mesmo composto demonstrou
uma baixa toxicidade frente a macréfagos da linhagem RAW 264.7, também
apresentando uma 6tima seletividade para promastigotas da L. amazonensis. Esses
resultados sao promissores, uma vez que os macréfagos sao as principais células
hospedeiras do parasita, onde neles se transforam em amastigotas e proliferam
(Bogdan, 2020; Chaparro et al., 2022).

Nossos ensaios leishmanicidas também constataram a maior eficacia do
composto 3a contra a forma promastigota da L. amazonensis entre 0os compostos
testados. Porém, nas formas amastigotas, a droga de referéncia, a anfotericina B, se
sobressaiu. Isso sugere que muitos compostos podem ter como alvo estagios
especificos do ciclo de vida do parasita. Além disso, a localizagao intracelular das
amastigotas dentro dos macrofagos pode representar uma barreira para muitos
compostos (Gonzalez et al., 2021; Lamotte et al., 2019). Por outro lado, a anfotericina
B é conhecida por afetar a integridade da membrana celular direta ou indiretamente,
sendo capaz de exercer agao antileishmania independente dos mecanismos
parasiticidas (Vermeersch et al., 2009).

Avaliar o potencial mitocondrial dos parasitas torna-se essencial nos ensaios
leishmanicidas, uma vez que alteragdes na permeabilidade da membrana mitocondrial
do parasita podem levar a morte celular programada (Saloméo et al., 2013). No
presente estudo, todos os compostos apresentaram acdo sobre a diminuicdo do
potencial da membrana mitocondrial dos parasitos. Essa caracteristica torna-se de
extrema importancia, uma vez que os tripanossomatideos possuem apenas uma
mitocdndria, tornando esta organela um alvo potencial para drogas (dos Santos
Alianca et al., 2017).

Ademais, todos os compostos testados induziram morte celular por apoptose
recente, especialmente em concentragdes mais elevadas. Essa predominancia de
apoptose sobre necrose demonstra a eficacia dos compostos em promover morte
celular programada, o que pode ser benéfico para reduzir a resposta inflamatoria
excessiva no hospedeiro, uma caracteristica desejavel em tratamentos
antiparasitarios (Rock; Kono, 2008; Sachet, Liang, Oehler, 2017).

No nosso estudo, construimos um modelo de esferoide dérmico

imunocompetente murino que demonstrou uma manuteng&o da integridade estrutural
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e das zonas proliferativas, sendo possivel a visualizagdo ao microscépio invertido
mesmo apos 96h de experimento. Isso sugere a robustez do modelo para servir em
estudos de triagem de compostos terapéuticos, uma vez que as diferentes zonas
podem ser usadas para avaliar o quao bem as drogas penetram e afetam as células
(Griffin; Fok; Kent Leach, 2022). A presenga de uma zona proliferativa € um fator
importante para permitir a observagéo de como os tratamentos afetam as células em
divisdo ativa e a manutengdo da sua integridade auxilia para que as respostas
observadas durante os testes de drogas reflitam reagdes bioldgicas reais (Friedrich et
al., 2009; Hamilton; Rath, 2019).

ApoOs a sua construgao, o modelo de esferoides dérmicos imunocompetentes
foi testado e validado frente a infeccdo por Leishmania amazonensis. Foi observada
a capacidade do modelo a infecg¢ao pelo parasito. A introdugédo dos parasitos resultou
em maior degradacéao dos esferoides e alteracdo na morfologia. Isso sugere a eficacia
do esferoide murino construido em responder aos danos celulares causados pela
infecgao.

A perda celular devido a infecgao ja foi previamente demonstrada em estudos
com esferoides de células de glioma infectados por reovirus, onde constataram que a
infeccao pode perturbar a integridade estrutural dos esferoides. Foi visto também que
esferoides infectados tendem a diminuir de tamanho ao longo do tempo devido ao
desprendimento de células mortas, indicando uma perda de coesdo e viabilidade
celular (Dautzenberg et al., 2017). Outro exemplo descrito na literatura é a infec¢ao
de esferoides neurais pelo parasita Toxoplasma gondii. Os esferoides do estudo
demonstraram uma alteragdo morfolodgica notavel, apresentando uma diminuicdo de
42% do seu tamanho devido a perda da viabilidade celular causada pela infecgao
(Leite et al., 2021).

Os esferoides infectados pela L. amazonensis foram tratados e usados para
confirmar e avaliar a carga parasitaria da infecgao por meio da PCR em tempo real. O
uso dessa técnica é de grande valia, pois permite quantificar o DNA do cinetoplasto
da Leishmania spp., podendo atingir uma sensibilidade muito alta e permitindo a
quantificacdo de baixas cargas parasitarias. Além do diagndstico, essa técnica
também pode ser usada para monitorar a carga parasitaria em pacientes durante o
tratamento e acompanhamento como uma forma de avaliar ou prever o resultado da
terapia (Jara et al., 2013; Castelli et al., 2021). Sendo assim, através dessa

metodologia foi possivel relatar a maior eficacia do composto 3a em reduzir
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consideravelmente a carga parasitaria dos esferoides infectados. Reforgando tais
resultados, estudos recentes destacaram a eficacia de derivados de tiazol contra
patdogenos como Leishmania e Trypanosoma, destacando a inibicdo efetiva da L.
amazoneisis e T. cruzi in vitro (Cruz Filho et al., 2023).

Os resultados obtidos nos modelos 2D e 3D revelam diferengas marcantes na
eficacia dos compostos testados, destacando a influéncia do microambiente
tridimensional na resposta ao tratamento. No modelo 2D, a AmB demonstrou ser o
composto mais eficaz contra os parasitas intracelulares, enquanto o 3a apresentou
um potencial promissor, embora inferior a AmB. Por outro lado, no modelo 3D, o
composto 3a mostrou eficacia significativamente superior, especialmente em
concentragdes elevadas, resultando em uma redugao drastica da carga parasitaria em
comparagao com a AmB. Essa discrepancia pode ser atribuida a complexidade
estrutural dos esferoides, que mimetizam melhor a arquitetura tecidual e promovem
interacdes celulares mais realistas, refletindo com maior precisao a resposta in vivo.
Além disso, a distribuicdo e penetracdo dos farmacos em um ambiente tridimensional
diferem das observadas na cultura bidimensional, o que pode impactar a
biodisponibilidade e a eficacia dos compostos (Biatkowska et al., 2020; Xu et al.,
2024). Dessa forma, a técnica dos esferoides se sobressai em relagao ao modelo 2D
ao recriar um microambiente mais fisioldgico, permitindo uma avaliagdo mais precisa
da acao dos farmacos. A diferenca nos resultados entre os esferoides e as culturas
2D reforga essa vantagem, pois estudos demonstram que os esferoides replicam de
maneira mais fiel as respostas biolégicas observadas in vivo, tornando os resultados
mais relevantes para estudos clinicos (Fang; Eglen, 2017; Tosca et al., 2023).

Ademais, no presente trabalho buscou-se compreender o papel
imunomodulador dos compostos testados, visando sua contribuicdo nos mecanismos
imunologicos desenvolvidos na infecgdo pela L. amazonensis nos modelos de
esferoides. Em relagdo a producédo de citocinas nos modelos de esferoides nao
infectados e infectados tratados com o composto 3a e com AmB, observou-se que,
dentre as citocinas avaliadas dos perfis Th1, Th2 e Th17, apenas IL-6 e TNF foram
detectadas, ambas de carater pro-inflamatério. A presenga dessas citocinas sugere
que as células imunes presentes no modelo estdo respondendo a infecgdo por meio
da ativagdo de mecanismos inflamatérios, visando o controle do parasita (Lacy &
Stow, 2011; Zhang, 2007).
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A producdo de TNF foi observada de forma significativa pelo modelo apds o
tratamento com o composto 3a em comparagao com a AmB (droga de referéncia). A
indugdo dessa citocina é devida principalmente a macréfagos ativados e células T.
Dessa forma, o TNF esta envolvido na ativagdo dos macréfagos, aumentando a sua
capacidade de matar os parasitas intracelulares (Scott; Novais, 2016). Nosso modelo
contém macréfagos e acreditamos que eles participaram na produgcdo de TNF
observada.

Niveis aumentados de TNF tém sido associados a cura na leishmaniose
cutanea, pois aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio e promovem a
expressao da sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS), que é crucial para gerar 6xido
nitrico (ON). O ON é uma molécula efetora potente que ajuda a matar os parasitas
dentro dos macrofagos, uma vez que pode interromper a respiragdo mitocondrial da
Leishmania, induzindo naturalmente uma inativagdo metabdlica letal, limitando a
proliferacdo do parasita (Cabral et al., 2021; Maspi, Abdoli, Ghaffarifar, 2016).

Um estudo destacou que o tratamento bem-sucedido na LC levou a uma
diminuicdo posterior nos niveis de TNF, indicando que, embora a citocina seja
benéfica para iniciar uma resposta imune, seus niveis se normalizam apds um
tratamento que resolva a infecgcéo (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). Assim, a presenca
da indugdo de uma alta produgdo de TNF durante a infeccdo ativa se correlaciona
com um resultado positivo do tratamento para a doenca, podendo contribuir para um
efeito terapéutico mais eficaz.

Para mais, também foi avaliado a producdo de ON em culturas 2D e 3D de
macrofagos J774 e em co-cultura com L929 infectados e nao infectados tratados com
os compostos e ndo houve nenhuma indicagdo de producgado significativa de ON
dosados nos sobrenadantes de cultura destas células. Um estudo, nesse contexto de
infeccdo, relatou que em macréfagos J774 infectados com T. gondii, esses se
mostraram capazes de degradar a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que é crucial
para a producéo de NO, prejudicando assim a producdo de NO durante a infecgéo (da
Cruz Padrao et al, 2014). Isso indica, portanto, que a linhagem J774 pode ter
mecanismos regulatérios distintos que afetam a sintese de NO, e por isso, nao foi
observada tal produgao no atual estudo. Além disso, o método de dosagem, o ensaio
de Griess, apresenta um baixo limite de detec¢ao, ndo conseguindo detectar baixas
quantidades (Pinto et al., 2020), o que pode ter sido um fator limitante no nosso

estudo.
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A IL-6 desempenha um papel complexo na leishmaniose cutanea, sendo uma
citocina pro-inflamatéria que influencia tanto a resposta imunolégica quanto na
inflamacéo (Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016). Os resultados do estudo mostram que,
embora a |IL-6 tenha sido uma das poucas citocinas detectadas, sua producéao foi mais
elevada nos esferoides tratados com Anfotericina B (AmB), tanto nos modelos nao
infectados quanto infectados. Por outro lado, o tratamento com o composto 3a resultou
em uma redugao significativa dos niveis de IL-6, sugerindo um possivel efeito
imunomodulador ou anti-inflamatario.

Os achados na literatura corroboram que a utilizagdo da AmB na leishmaniose
cutanea esta associada a uma maior producéo de IL-6, podendo indicar uma resposta
inflamatdria robusta. Isso pode ser benéfico para controlar a infecg¢ao inicial, porém,
também pode resultar inflamacao crénica e agravamento das lesdes cutaneas (Oryan;
Bemani; Bahrami, 2023). Em contraste, o composto 3a, com menor indugao de IL-6,
sugere um perfil mais moderado na indugdo da mesma, o que pode ser vantajoso em
termos de reduzir a inflamagdo excessiva e as complicagdes associadas a
leishmaniose cutanea (Paiva et al., 2021).

Neste estudo, conseguimos elaborar com sucesso esferoides dérmicos
imunocompetentes murinos e infecta-los eficientemente com L. amazonensis.
Testamos compostos piridina tiazéis promissores e investigamos em formas
promastigotas os mecanismos de agdo do composto mais promissor, que se mostrou
predominantemente mitocondrial. Apresentamos os resultados da validagdo dos
esferoides murinos dérmicos imunocompetentes infectados e o seu tratamento com
AmB e o0 nosso composto escolhido (3a), com o objetivo de contribuir para pesquisas
sobre a leishmaniose cutanea. Assim, vimos que esse modelo pode ser promissor
para a testagem de drogas, revelando-se util na avaliagdo da redugdo da carga
parasitaria e da imunomodulacdo frente aos compostos leishmanicidas. O
desenvolvimento deste protétipo visa facilitar futuros estudos e desempenhar um
papel importante na avaliagdo de medicamentos menos téxicos e mais eficazes para

o tratamento da doenca.
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8 CONCLUSOES

a)

Elaboramos, de maneira bem-sucedida, esferoides dérmicos
imunocompetentes, vendo a manutengdo da sua integridade, morfologia e
compactagao ao longo dos experimentos;

Ocorreu a infecgao dos esferoides com a L. amazonensis de maneira eficiente,
sendo observada uma leve degradacgéo ao longo dos seis dias de experimento;
Em modelos 2D, o composto 3a se mostrou menos toxico e com uma maior
seletividade para promastigotas da L. amazonensis do que para a cultura de
macrofagos J774 e para a co-cultura dessas células com fibroblastos L929;

O composto 3a foi 0 que mais se destacou entre os demais com o melhor valor
de ICso para as formas promastigotas em comparacéo as drogas de referéncia
(AmB e Sb lll);

Todos os compostos demonstraram diminuicdo no potencial mitocondrial nos
parasitos tratados;

Todos os compostos apresentaram morte celular nas formas promastigotas da
L. amazonensis por apoptose recente, com a apoptose tardia e necrose
praticamente inexistente.

O composto 3a apresentou uma diminuicdo mais efetiva da carga parasitaria
nos esferoides infectados em comparagédo com a AmB;

Sobre a capacidade imunomoduladora avaliada em sobrenadantes de culturas
3D de esferoides infectados e nao infectados apds o tratamento com os
compostos 3a e AmB, foi possivel observar a detecgao de citocinas associadas
a um perfil de resposta pro-inflamatoéria (TNF e IL-6), algo que pode ser
considerado positivo na busca por novas drogas leishmanicidas tendo em vista
que este perfil de resposta auxilia para progressao de cura da doenga. Quanto
a producgao de ON, sua producao nao foi observada;

A utilizacado de esferoides dérmicos imunocompetentes no presente trabalho
forneceu uma perspectiva promissora para avalicdo de compostos testados,
reforcando seu potencial como ferramenta de triagem para auxiliar o

desenvolvimento de novas terapias.
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APENDICE A — MATERIAL SUPLEMENTAR DOS CONTROLES QUE

DELIMITARAM OS GATES DA CITOMETRIA DE FLUXO

Figura 28- Controles sem tratamento e sem marcagéao
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Figura 29- Controles sem tratamento e marcados apenas com Anexina V
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