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RESUMO

A leishmaniose tegumentar ¢ uma doenca negligenciada de elevada morbidade ocasionada pela
Leishmania, cuja evolugao depende do equilibrio da resposta imune inata e adaptativa. Apecar
da importancia dos linfécitos T CD4* no controle parasitario, o tratamento farmacoldgico ai

¢ indispensavel, porém limitado devido a toxicidade, efeitos adversos e resisténcia parasitaria.
Nesse contexto, terapias combinadas, como a associacdo do sulfato de paromomicina com
compostos naturais bioativos, destacam-se como estratégias terapéuticas promissoras. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antileishmania e o atividade
imunomodulatério da combinagdo entre o acido galico (AG), e o sulfato de paromomicina
(PAR), frente a Leishmania guyanensis. A metodologia incluiu ensaios in vitro para avaliacao
da atividade inibitéria sobre formas promastigotas e amastigotas de L. guyanensis, bem como
da citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7. Adicionalmente, PBMCs de voluntarios
saudaveis (n = 13) foram estimuladas com AG, PAR, sua combinagdo (AG+PAR),
Glucantime® (GLU) e fito-hemaglutinina (PHA). Apds 72h, analisaram-se a linfoproliferagio
(BrdU) e a produgdo de citocinas por citometria de fluxo, com integracdo dos parametros
imunoldgicos por correlagdo de Spearman. Com relagao ao resultado, AG apresentou atividade
antileishmania em promastigotas, (ICso de 142,5 - 126,5 uM), enquanto PAR e AG+PAR foram
pouco ativos (ICso >150 uM). AG e PAR nao foram citotdxicos (CCso >150 uM), ao passo que
AG+PAR reduziu a viabilidade celular nas concentragdes de 150 e 100 uM (CCso 131,2 —>150
uM). Em macréfagos infectados por amastigotas, AG e AG+PAR demonstraram elevada
eficacia (ICso de 11,4 € 20,5 uM em 48 h, respectivamente), ao passo que PAR manteve baixa
atividade (ICso >150 uM). Na avaliacao imunoldgica, GLU apresentou maior linfoproliferacao
(61,5%), seguida por GA (46,2%) e por PAR e AG+PAR (30,8%). O AG modulou
preferencialmente o eixo TNF/IL-6, o PAR associou-se a IL-10, e a combinacdo AG+PAR
exibiu perfil integrado e balanceado entre citocinas pro e anti-inflamatdrias, sem estimulo
proliferativo direto, enquanto GLU promoveu ativacdo ampla. Em conclusdo, a associa¢do
AG+PAR apresentou sinergismo antileishmania promissora em L. guyanensis, e demonstrou
um padrdo imunomodulatério complementar e balanceado, modulando vias inflamatorias sem
induzir proliferacdo celular, configurando-se como um candidato promissor para o
desenvolvimento de um possivel novo farmaco, e por fim, adequar o protocolo terapéutico da

leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; Terapia combinada; Imunomodulagao.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a neglected disease with high morbidity caused by Leishmania,
whose progression depends on the balance between innate and adaptive immune responses.
Despite the importance of CD4* T lymphocytes in parasite control, pharmacological treatment
is still indispensable, but limited due to toxicity, adverse effects, and parasite resistance. In this
context, combination therapies, such as the association of paromomycin sulfate with bioactive
natural compounds, stand out as promising therapeutic strategies. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the antileishmania and immunomodulatory activity of the combination
of gallic acid (GA) and paromomycin sulfate (PAR) against Leishmania guyanensis. The
methodology included in vitro assays to evaluate the inhibitory activity on promastigote and
amastigote forms of L. guyanensis, as well as cytotoxicity in RAW 264.7 macrophages.
Additionally, PBMCs from healthy volunteers (n = 13) were stimulated with GA, PAR, their
combination (GA+PAR), Glucantime®, and phytohemagglutinin (PHA). After 72 hours,
lymphoproliferation (BrdU) and cytokine production were analyzed by flow cytometry, with
integration of immunological parameters by Spearman's correlation. Regarding the results, GA
showed antileishmania activity in promastigotes (ICso of 142.5-126.5 uM), while PAR and
GA+PAR were not active (ICso >150 uM). GA and PAR were not cytotoxic (CCso >150 uM),
however GA+PAR reduced cell viability at concentrations of 150 and 100 uM (CCso 131.2 —
>150 uM). In macrophages infected with amastigotes, GA and GA+PAR showed high efficacy
(ICso0f 11.4 and 20.5 pM at 48 h, respectively), while PAR remained low in activity (ICso >150
uM). In the immunological evaluation, GLU showed greater lymphoproliferation (61.5%),
followed by GA (46.2%) and PAR and AG+PAR (30.8%). AG preferentially modulated the
TNEF/IL-6 axis, PAR was associated with IL-10, and the AG+PAR combination exhibited an
integrated and balanced profile between pro- and anti-inflammatory cytokines, without direct
proliferative stimulation, while GLU promoted broad activation. In conclusion, the AG+PAR
combination showed promising antileishmania synergy in L. guyanensis and demonstrated a
complementary and balanced immunomodulatory pattern, modulating inflammatory pathways
without inducing cell proliferation, making it a promising candidate for the development of a
possible new drug, and ultimately, to adapt the therapeutic protocol for tegumentary

leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous leishmanias; Combination therapy; Immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, ocasionada
por protozoarios flagelados do género Leishmania, considerada endémica em 90 paises,
presente em quase todos os continentes, com exce¢ao da Oceania e da Antartida. Entre os anos
de 2003 e 2023, foram registrados mais de 4,4 milhdes de casos no mundo, evidenciando a
relevancia epidemiolodgica dessa enfermidade (WHO, 2024; PAHO, 2023). Em razao da sua
elevada incidéncia, associacdo com condi¢des socioeconOmicas desfavoraveis e limitacdes
terapéuticas, as leishmanioses, tanto na forma visceral quanto tegumentar, sdo classificadas pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs),
afetando principalmente populagdes vulneraveis, residentes em areas rurais ou acesso limitado
aos servigos de saude (Meurer; Coimbra, 2022).

A LT ¢ transmitida principalmente pela picada de flebotomineos fémeas infectadas do
género Lutzomyia, apresentando um ciclo biolégico heteroxeno que envolve um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro vertebrado. O parasita apresenta duas formas evolutivas
principais: promastigota, presente no vetor, e amastigota, forma intracelular obrigatoria
encontrada no hospedeiro vertebrado. No organismo humano, Leishmania infecta
preferencialmente células fagociticas do sistema imune, como neutrofilos, mastocitos e,
sobretudo, macrofagos, nos quais se multiplica. As manifestacdes clinicas da LT variam de
acordo com a espécie envolvida e com a resposta imunoldgica do hospedeiro, podendo se
expressar como formas cutinea localizada, disseminada ou mucocutanea, frequentemente
associadas a lesdes cronicas e desfigurantes (Burza; Croft; Boelaert, 2018; Horta ef al., 2020;
Rafique et al., 2023).

A resposta imune a infec¢do por Leishmania ¢ multifacetada e envolve mecanismos
coordenados da imunidade inata e adaptativa. Inicialmente, células da imunidade inata, como
neutrdfilos e macréfagos, atuam como primeira linha de defesa, tentando conter a infec¢ao por
meio da fagocitose e da producdo de espécies reativas de oxigénio e oOxido nitrico.
Posteriormente, a resposta adaptativa ¢ modulada principalmente por linfocitos T CD4", sendo
a resposta Th1l fundamental para o controle efetivo da infec¢do, por meio da produgdo de
citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e IL-2. Em contraste, uma resposta Th2, caracterizada
pela liberagdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-5, pode contribuir para a prote¢ao
tecidual, porém compromete a eliminacao efetiva do patégeno. Assim, o equilibrio entre esses
perfis imunologicos ¢ determinante para a resolucdo espontanea da doenca, quando esse

equilibrio ndo ¢ alcangado, torna-se necessaria a intervencao farmacoterapéutica (Reyaz et al.,
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2023; Singh et al., 2023).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda para o tratamento da LT o uso de farmacos
como o antimoniato de meglumina (Glucantime®), anfotericina B (Anfotericin B®), isetionato
de pentamidina (Pentacarinat®) e miltefosina (Impavido®). Entretanto, esses medicamentos
apresentam importantes limitagdes clinicas, incluindo efeitos adversos graves, além de
restricoes de uso devido aos altos niveis de citotoxicidade que podem causar, como
nefrotoxicidade e cardiotoxicidade, impactando significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. Ademais, estudos recentes reportaram um aumento na resisténcia parasitaria ao uso
desses medicamentos, reforcando a necessidade de estratégias terapéuticas mais eficazes e
seguras (Akbari; Oryan; Hatam, 2017; Brasil, 2017; Brasil, 2018; Tiwari et al., 2018; Roat et
al., 2020).

Nesse contexto, a terapia combinada surge como uma alternativa promissora, baseada na
associa¢do de duas ou mais substancias com mecanismos de acdo distintos e potencial efeito
sinérgico. Essa abordagem permite uma menor dosagem dos farmacos, diminui o tempo de
tratamento, minimiza os efeitos toxicos ¢ reduz a resisténcia parasitaria. Estudos prévios
demonstraram resultados positivos com associagdes terapéuticas, como o uso concomitante de
imiquimode (Ixium®) e Glucantime®, promovendo melhor cicatrizagio das lesdes e maior
eficacia clinica com menor exposi¢do aos medicamentos convencionais (Miranda-Verasteg et
al., 2009; sun; Sanderson; Zheng, 2016; Sundar; Chakravarty, 2018).

O sulfato de paromomicina, um antibiotico aminoglicosideo extraido de Streptomyces
rimosus, tem sido amplamente investigado como candidatos para terapia combinada no
tratamento da LT, estando disponivel em formulagdes topicas e sistémicas (Matos ef al., 2020).
Segundo a literatura, seu mecanismo de ag¢do baseia-se na inibicdo da sintese proteica do
protozoario, por meio da ligacdo a subunidade ribossdmica 30S, levando a formagdo de
complexos ribossdmicos defeituosos e, consequentemente, a morte celular (Kip et. al 2018;
Santiago et. al, 2023).

Paralelamente, o uso de produtos naturais tem se destacado como uma estratégia
complementar na busca por novos esquemas terapéuticos. Dentre as diversas classes
fitoquimicas, os compostos fenolicos apresentam amplo espectro de atividades bioldgicas. O
acido galico, um composto fendlico amplamente distribuido em espécies vegetais, destaca-se
por suas propriedades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatrizante. Além
disso, estudos demonstram seu potencial imunomodulatdrio, especialmente pela estimulacdo

da produg¢do de 6xido nitrico em macréfagos, contribuindo para a reducdo da carga parasitaria
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e para a modulacdo da resposta imunolégica na LT (Bai et al., 2021; Keshav; Goyal; Kaur,
2021; Pratyusha, 2022).

A investigagdo da interacao entre o acido galico e o sulfato de paromomicina justifica-se
pela possibilidade de efeitos sinérgicos entre essas moléculas, combinando a acao
antiparasitéria direta da paromomicina com o potencial imunomodulatorio do acido galico. Essa
associagdo pode resultar em maior eficacia terapéutica, reducdo da toxicidade, diminui¢do do
tempo de tratamento e mitigacdo do desenvolvimento de resisténcia, contribuindo para o
aprimoramento das estratégias terapéuticas atualmente disponiveis paraa LT.

Portanto, o objetivo deste estudo ¢ investigar a resposta do composto fenolico acido galico
combinado com o sulfato de paromomicina, por meio de ensaios in vitro contra o parasita
Leishmania (Viannia) guyanensis, avaliando o perfil de citotoxicidade em macrofagos de
linhagem RAW 264.7 e o efeito da resposta imunoldgica em células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), visando identificar uma alternativa terapéutica potencialmente mais
segura, eficaz e acessivel para o tratamento da leishmaniose tegumentar, com aplicabilidade

futura no desenvolvimento de esquemas terapéuticos combinados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose Tegumentar: um desafio entre as Doencas Tropicais Negligenciadas

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sao um grupo de doencas infecciosas que
representam um crescente desafio para a saude publica, afetando 848 milhdes de pessoas em
2023. Essas doencas sao predominantes em paises em desenvolvimento, com clima tropical ou
subtropical, onde diversos fatores ambientais e socioeconOmicos contribuem para a sua
disseminagdo. A maioria das DTNs possuem ciclos de vida complexos, sendo diretamente
afetadas por alteragdes em seu habitat natural, um processo que foi intensificado desde a
Revolucao Industrial, no século XVIII, com a rapida industrializacdo que desencadeou um
processo de urbanizagdo desenfreada e aumentou o risco de disseminagao e prevaléncia dessas
doengas (Manderson et al., 2009; Jayashankar et al., 2024; WHO, 2024).

Essas mudangas impactam os padrdes climaticos, afetando a temperatura, a umidade, a
pluviosidade e outros fatores que podem resultar em um maior risco de disseminagao dessas
doencas. A populagdo mais afetada pelas consequéncias dessas mudangas ecologicas ¢
considerada socialmente vulneravel, com acesso limitado a dgua potavel, sanecamento basico e
assisténcia médica, o que dificulta a prevencao, o diagndstico e o tratamento adequado dessas
enfermidades (Dhar; Kumar; Karmakar 2022; Oyeyemi ef al., 2024).

De acordo com a Organizagdao Mundial da Satide (OMS), o grupo das DTNs é composto
por 21 enfermidades (Figura 1), causadas por diferentes patdgenos, como virus, bactérias,
protozoarios, fungos e toxinas. Embora sejam consideradas doencas trataveis e controlaveis,
existem poucas politicas publicas para a prevencao dessas doencas, além da falta de interesse
das industrias farmacéuticas em subsidiarem pesquisas para o desenvolvimento de
medicamentos destinados as DTNs (Yang; Zhou, 2022; WHO, 2024).

Como uma forma de responder a falta de incentivos para o desenvolvimento de
medicamentos direcionados a pacientes negligenciados, instituigdes internacionais se uniram e,
em 2003, fundaram a iniciativa Medicamentosa para Doengas Negligenciadas (Drugs for
Neglected Diseases initiative - DNDi). Essa organizacdo foi criada com o propdsito de dar
visibilidade as enfermidades que nao possuem interesse comercial devido a falta de atratividade
econOmica, enfatizando ainda a necessidade de colaboragdao com os setores publico e privado
para reunir recursos € experiéncias que auxiliem no desenvolvimento de novos tratamentos

seguros e eficazes para as DTNs (Burrows et al., 2023; DNDi, 2024).
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Figura 1. As 21 Doencas Tropicais Negligenciadas
Fonte: WHO, 2025

Com os incentivos da DNDi e de outras organizagdes, a OMS estabeleceu estratégias
integradas a partir de metas por meio do plano de indicadores do Roteiro 2021-2030, visando
o controle, a erradicagdo e a eliminag¢do de pelo menos 60% das DTNs. Entretanto, apesar de
um pequeno progresso apresentado no relatorio de 2024, ainda existem desafios para a
efetividade dessas metas, como a dificuldade de implementagdo das estratégias criadas, devido
a caréncia de politicas publicas (Dwivedi ef al., 2024; Jayashankar et al., 2024).

No Brasil, o levantamento feito pelo Ministério da Saude nos anos de 2016 a 2020
demonstra um alto nimero de casos de DTNs, com destaque a acidentes ofidicos, hanseniase,
esquistossomose, leishmaniose tegumentar, tracoma e leishmaniose visceral (Tabela 1). No
entanto, ¢ importante ressaltar que, por se tratar de doencas que acometem populacdes em
vulnerabilidade social, hd a subnotificacdo de casos devido a falta de sistemas de vigilancia
adequados e acesso limitado a unidades de saude, o que impede a compreensdo real dos
impactos dessas DTNs no pais (Schroder et al., 2023).

Uma das principais DTNs ¢ a Leishmaniose Tegumentar (LT), visto que o Brasil
concentra 85% do numero de casos de LT no mundo, com 263.793 casos entre 2010 a 2023
(tabela 1). A partir dos dados coletados pelo Sistema de Informag¢dao de Agravos de
Notifica¢ao (SINAN), € possivel observar um destaque a regido norte, sendo a area mais afetada

com por essa doenca, concentrando 44,5% dos casos confirmados (Al-Ma'amouri ef al., 2023;
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Rafique et al., 2023; WHO, 2024; OPAS 2024).

Tabela 1. Numero de casos de doencas negligenciadas no Brasil por regido, entre 2010 e 2023.

Macrorregiao Acidentes Dengue Esquistossomose Hanseniase Leishmaniose  Leishmaniose
8 Ofidicos 8 1 Tegumentar Visceral

Norte 236.925 654.887 744 91.658 117.273 7.791
Nordeste 1.012.476 2.486.420 14.870 202.566 74.714 23.811
Sudeste 1.141.281 7.110.635 77.543 72.132 28.838 8.202
Sul 381.265 1.388.283 660 16.677 4.575 155
Centro-Oeste 181.395 2.433.117 735 96.604 38.393 3.748
Total 2.953.342 14.073.342 94.552 479.637 263.793 43.707

2.1.1 Género Leishmania

O género Leishmania foi descrito pela primeira vez em 1903 por Leishman e Donovan,
englobando um grupo diversificado de protozodrios responséaveis pelas leishmanioses, com
pelo menos 20 espécies que podem infectar humanos (Santarém; Cardoso; Cordeiro-da-Silva,
2023). De acordo com Lainson (2010), a posicao sistematica do parasita ¢ a seguinte:

Reino: Protozoa (Goldfuss, 1818)

Filo: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1998)
Classe: Kinetoplastea (Honigberg, 1963)
Ordem: Trypanosomatida (Kent, 1880)
Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
Género: Leishmania (Ross, 1903)
Subgénero: Leishmania (Ross, 1903)
Subgénero: Viannia (Lainson & Shaw, 1987)

Esse parasita ¢ considerado heterdxeno, necessitando de dois hospedeiros para
completar o seu ciclo de vida, e apresenta uma ampla diversidade genética entre as diferentes
espécies, com duas formas morfofisioldgicas principais: a forma promastigota, caracterizada
por uma estrutura alongada e flagelada, encontrada no trato digestivo do inseto vetor; e a forma
amastigota, com forma arredondada sem a presenca de flagelo, encontrada no interior de células
fagociticas do sistema imunologico do hospedeiro vertebrado (Akhoundi et al., 2016;

Santarém; Cardoso; Cordeiro-da-Silva, 2023).



Figura 2. As duas formas evolutivas principais de Leishmania: a) promastigota ¢ b) amastigota.
Fonte: Martins, 2016

Devido a rapida adaptagdo evolutiva desses protozoarios a diferentes hospedeiros e
ambientes, associada a grande biodiversidade do Brasil, ¢ possivel encontrar sete espécies
causadoras da leishmaniose tegumentar em humanos, sendo seis do subgénero Viannia € uma
do subgénero Leishmania. As trés espécies de maior circulagdo a nivel nacional sdo a
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania
(Leishmania) amazonensis. Além delas, na regido norte e nordeste ¢ possivel ainda encontrar
as espécies Leishmania (Viannia) lainsoni; Leishmania (Viannia) naiffi; Leishmania (Viannia)
shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi (das Chagas et al., 2022; Amorim et al., 2023).

Embora o estado do Amazonas abrigue uma complexa biodiversidade, fatores
climaticos afetam a populacdo de vetores e, consequentemente, o padrdo e o nivel de
transmissdo de patdgenos e propagacdo de doengas. Devido a estes fatores, encontram-se quatro
espécies atuantes na regido, sendo elas L. amazonensis, L. braziliensis, L. naiffi e L. guyanensis,

sendo a ultima de maior prevaléncia (Chagas et al., 2022).

2.2 Ciclo de transmissio e Resposta Imune da LT

A leishmaniose tegumentar € transmitida de forma vetorial por flebotomineos fémeas
infectadas do género Lutzomyia, popularmente conhecidos como mosquito-palha e birigui. O
ciclo biologico desse parasita ¢ heteroxeno, necessitando de um hospedeiro intermediario
(vetor) e do hospedeiro definitivo (vertebrado).

Como observado na Figura 3, o flebotomineo adquire a forma amastigota a partir do
repasto sanguineo de um hospedeiro infectado, passando para o intestino médio, onde as formas

amastigotas transformam-se até posteriormente se tornarem promastigotas metaciclicas

17



infectantes, que sdo transmitidas durante um novo repasto sanguineo. No hospedeiro mamifero,
as formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por macrofagos, onde se diferenciam em
formas amastigotas, multiplicando-se por divisdo binaria dentro de macréfagos, rompendo-os

e infectando novas células, perpetuando o ciclo da infec¢ao (Yasmin et al.,2022).
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por macrofagos

Promastigotas sao // /\ Ao

inoculadas na pele

Repasto sanguineo, el

inoculagdo de promastigotas }\x‘ (

Forma promastigota -
metaciclica ‘////

Ciclo Mamifero
Promastigotas se

transformam em
amastigotas

Ciclo Flebotomineo

QDD
Transformagio da [l ( AN ( ) )
( Q

forma amastigota em N . (@

tizot: trat N L, Novas células
oimas . ~
promastigota no trato fagociticas sio

gastrointestinal Repasto sanguineo, infectadas [ /
43 A o

‘ flebotominco ¢ infectado
d K ‘ ‘ O
Ingestdo de o9 . .
. 0 Replicagio desenfreada
amastigotas ® . ‘ peas

@ ‘x até ruptura da célula
Y hospedeira
\ 4
=<

Figura 3. Ciclo biologico de Leishmania no vetor flebotomineo e no hospedeiro mamifero (Fonte:Adaptado de
Rafique et al., 2023).

Ao realizar o repasto sanguineo, esse inseto causa uma microlesao na pele e inocula as
formas promastigotas, que interagem com componentes do sangue, recrutando o Sistema
Complemento (SC) e ativando as vias classica, alternativa e de lectinas. Apesar do SC conseguir
opsonizar grande parte dessas promastigotas, o parasita possui mecanismos de escape mediados
pela glicoproteina 63 (GP63) e pelos lipofosfoglicanos (LPG) presentes em sua membrana, que
possuem afinidade por C3, inativando iC3b, e consequentemente bloqueando a montagem do
complexo de ataque a membrana, inibindo a eliminagdo desses parasitas (Demarta-Gatsi;
Meécheri, 2021; Serrano-Coll et al., 2021)

As promastigotas sobreviventes secretam quimiocinas que atraem células fagociticas,
sendo os neutrofilos os primeiros a migrarem ao local da infec¢do. Esses neutrofilos
reconhecem os patdgenos através de Receptores Tipo Toll (TLR), desencadeando a ativagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO), e a producdo das armadilhas
extracelulares (NETs). Entretanto, o parasita desenvolveu mecanismos de evasdo celular que
inibem as agdes leishmanicidas, aumentando o estresse oxidativo e atrasando a apoptose,
usando-os efetivamente como um “cavalo de Troéia", atraindo macrofagos ativados, que

fagocitam os neutréfilos infectados e servem de reservatdrio para a proliferagdo parasitaria



(Passelli; Billion; Tacchini-Cottier, 2021; D’Alessandro et al., 2021; Costa-da-Silva et al.,
2022).
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Figura 4. Resposta imune a infeccdo por Leishmania: Apds a inoculacdo de formas promastigotas pelo
flebotomineo, os parasitas sdo fagocitados por células do sistema imune inato, onde se diferenciam em
amastigotas. A resposta imune adaptativa subsequente, mediada por linfécitos T CD4* (Thl, Th2 e Thl7),
influencia o controle da infecgdo, a persisténcia parasitiria e os processos inflamatorios. (Fonte: Adaptado de
Gabriel et al,, 2019).

Além disso, os macrofagos também sdo recrutados para o sitio de infeccdo, onde
fagocitam as formas promastigotas, que sdo mantidas no fagolisossoma, ativando a producdo
de NO e ROS. Contudo, essas células desempenham um papel duplo na infeccdo por
Leishmania, pois os parasitas conseguem escapar das acdes leishmanicidas e inibir a produgdo
de NO, transformando os macrofagos em reservatorios para sua proliferacdo. Durante esse
processo, as promastigotas internalizam seu flagelo, adquirem uma morfologia arredondada e
se reproduzem de forma nao binaria, o que leva a uma reprodu¢do descontrolada, resultando na
lise celular e liberando amastigotas no meio extracelular, para serem fagocitadas por novos
macrofagos, perpetuando a infec¢do (Costa-da-Silva et al., 2022; Nandan; Brar; Reiner, 2024).

Além dos macrofagos, outras células apresentadoras de antigenos (APCs)
desempenham um papel fundamental na resposta a infeccao, atuando como uma conexao entre
a imunidade inata e adaptativa. Apos reconhecerem os antigenos de Leishmania, as APCs
migram para os linfonodos, onde interagem com células T naive por meio do complexo de
histocompatibilidade de classe II (MHC-II), ocorrendo a liberagdo de citocinas que influenciam
na diferenciagdo das células T CD4", promovendo diferentes perfis de resposta imunologica:

pro-inflamatoria (IL-12), anti-inflamatoria (IL-4) ou regulatoria (IL-17). Dessa forma, a
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ativacdo dessas vias pode direcionar a resposta imune para um perfil do tipo 1 (Thl), tipo 2
(Th2) ou tipo 17 (Th17), impactando o desfecho da infecg¢@o (Scott; Novais, 2016; Yasmin et
al., 2022).

A diferenciacdo da resposta imunoldgica varia conforme a espécie de Leishmania
infectante, podendo resultar em maior suscetibilidade ou resisténcia a infec¢do, o que influencia
diretamente na manifestacao da forma clinica da doenga. Respostas ligadas a Th1 tendem a ter
um perfil pré-inflamatoério, liberando citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-12, que desempenham
um papel fundamental no controle da infec¢do, normalmente associada a forma clinica da
leishmaniose localizada, ocasionada por espécies como L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis (Scott & Novais, 2016; Saha & Silvestre, 2021).

Por outro lado, as respostas imunoldgicas do tipo Th2 possuem um perfil anti-
inflamatério, com a produgao de citocinas como IL-4 e IL-5, desempenhando um papel duplo
na infecgdo, visto que, enquanto protegem contra danos teciduais, também podem interferir na
eliminagdo parasitaria, aumentando a suscetibilidade a infec¢do e favorecendo a progressao da
doenca, normalmente associada a forma clinica da leishmaniose cutanea difusa, ocasionada
raramente por L. amazonensis (Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016; Scott & Novais, 2016; Saha
& Silvestre, 2021).

No entanto, a modulagdo da resposta Th2 ¢ fundamental para manter o equilibrio com
a resposta Th1, visto que quando ha uma hipersensibilidade tardia a essa resposta, os niveis de
citotoxicidade aumentam devido a alta resposta pro-inflamatéria, resultando em danos teciduais
graves, estando associada a forma clinica da leishmaniose disseminada, podendo ainda haver o
surgimento da leishmaniose mucocutidnea, ocasionada por L. braziliensis e L. guyanensis
(Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016; Chauhan et al., 2022).

Quanto a resposta Th17, caracterizada pela producdo de IL-17, desempenha um papel
crucial na promoc¢ao da inflamagdo e no recrutamento de neutrdfilos para o local da infecgao,
promovendo uma resposta pro-inflamatéria. No entanto, essa resposta deve ser equilibrada com
as células T reguladoras (T reg), que liberam a citocina IL-10, com agao anti-inflamatoéria, tendo
como principal fungdo a homeostase imune e a prevencdo da inflamagdo excessiva (Divenuto

et al., 2023; Morales-Primo et al., 2024).

2.3 Tratamento Convencional

No Brasil, o Ministério da Satide preconiza um protocolo terapéutico para o tratamento

da LT, com a escolha do esquema sendo determinada pela regido geografica da infecgao,
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considerando a espécie infectante, a resposta imunolédgica do paciente e a manifestacao clinica
apresentada (Hendrickx et al., 2018; Nieva et al., 2021; Wijnant et al., 2022, Sundar et al.,
2024).

Em 2017, o Ministério da Satde criou o “Manual de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar”, que indicava no protocolo terapéutico trés medicamentos principais: o
antimoniato de meglumina (Glucantime®); desoxicolato de anfotericina b (Anforicin B®); e o
isetionato de pentamidina (Pentacarinat®). Entretanto, recentemente houve uma readequagio
desse esquema pela Portaria n° 60 de 31 de outubro de 2018, a qual implementa a miltefosina
(Impavido®) como medicamento de carater emergencial contra LT, substituindo o uso do
antimoniato de meglumina, que teve o seu registro cancelado definitivamente pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com a Resolugdo n°® 11, de 2 de janeiro de 2025
(Brasil, 2017; Roatt et al., 2020; Brasil 2018; Santiago; da Rocha Pita; Guimaraes, 2021; Brasil
2025).

Os antimoniais foram introduzidos no tratamento da leishmaniose no ano de 1912,
inicialmente com o tartaro emético, um antimonio trivalente Sb(IIl) que, apesar de ter sido
eficaz na cicatrizagdo das lesdes, apresentava altos niveis de toxicidade. Em 1922, o primeiro
antimonio pentavalente foi sintetizado, sendo considerado mais seguro para o paciente € com
um menor tempo de tratamento, o que despertou a aten¢do das industrias farmacéuticas
(Azevedo Cardoso et al., 2014; Janior, 2024).

Com isso, no ano de 1945, surgiu os medicamentos Pentostan®/Glucantime®, cujo
principio ativo ¢ o antimoniato de meglumina. Este € caracterizado como um pro-farmaco, ou
seja, quando estd na sua forma pentavalente [Sb(v)] € uma substancia inativa que, apos passar
pelo processo de redugdo pelo organismo, ¢ transformada na forma trivalente [Sb(III)],
tornando-se ativa. Bharadava et al. (2024) mostrou em seu estudo o mecanismo de a¢do do
antimoniato de meglumina, o qual inibe a enzima DNA topoisomerase tipo I e a beta-oxidacao
de 4cidos graxos, levando a morte celular por apoptose (Lima ef al., 2010; Kato et al., 2014).

Embora tenha sido a terapia de primeira escolha contra a LT por décadas, o tratamento
com Glucantime® apresenta limitagdes significativas, exigindo aplicagdes didrias por trés
meses, podendo ser administrado por via endovenosa, intramuscular ou intralesional. Além
disso, ¢ um medicamento que possui diversos efeitos adversos e colaterais, podendo ocasionar
danos no DNA, causando estresse oxidativo, assim como altos niveis de toxicidade apds o
processo de reducdo de Sb(v) para Sb(Ill), sendo contraindicado para pacientes com
hepatopatias, nefropatias e cardiopatias. Estudos recentes demonstraram ainda resisténcia

parasitaria com a utilizagio do Glucantime® em diversas espécies de Leishmania, contribuindo
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para falhas terapéuticas (Lima et al, 2010; Mohammadzadeh; Behnaz; Golshan, 2013;
Siqueira, 2014; Moreira et al., 2017).

Outro medicamento utilizado no tratamento da LT ¢é o isetionato de pentamidina
(Pentacarinat®), pertencente ao grupo das diamidinas aromadticas. Esse antimicrobiano foi
inicialmente sintetizado em 1937, com propriedades antifingicas e antiparasitarias, sendo
reposicionado para o tratamento da leishmaniose em 1952. Embora o mecanismo de acdo desse
medicamento nao seja completamente elucidado e varie conforme o microrganismo, a teoria
mais aceita sugere que ela atua por meio da inibigdo da topoisomerase mitocondrial,
interferindo na transcrigao e replicagdo do DNA do parasita, além de potencialmente modificar
a sua estrutura mitocondrial (Assan et al., 1995; Piccica et al., 2021).

A administragdo do Pentacarinat® pode ser feita por via intramuscular ou endovenosa,
sendo muitas vezes indicada a internagdo do paciente para monitoramento farmacoterapéutico,
com a observagao semanal de parametros bioquimicos e da evolugdo clinica. Apesar de ter sua
alta taxa de cura, ¢ uma substancia que possui alta toxicidade ja descrita na literatura, podendo
interferir no metabolismo da glicose e causar um efeito diabetogénico, além de possuir diversas
contraindicagdes (Assan et al., 1995; Van Der Meide et al., 2008).

Como parte da segunda linha de tratamento, o desoxicolato de anfotericina B (AmB®),
desenvolvido em 1953, ¢ um antifiingico da classe dos polienos, utilizado ha sete décadas como
tratamento de referéncia contra diversas infecgdes fungicas. Considerada uma molécula
anfipatica, ou seja, composta por uma regido hidrofilica e outra regido hidrofobica, conferindo
uma baixa solubilidade. Sua agdo antileishmania baseia-se na ligacdo ao ergosterol presente nas
membranas do parasita, formando poros e alterando a permeabilidade da membrana, causando
o extravasamento do conteudo celular e resultando na morte celular (Vaghela et al., 2024).

A administragio da AmB® ¢ realizada por via endovenosa e é utilizada para o tratamento
das manifesta¢des clinicas de forma cutinea e mucosa. Um dos problemas relacionados a
anfotericina B ¢ seus efeitos adversos e seu nivel de toxicidade, que pode comprometer as
fungdes renais e hepaticas do paciente. Além disso, o alto custo, a administragdo parenteral e a
duracdo do tratamento sdo fatores que podem desencorajar o seguimento terapéutico,
contribuindo para falhas no tratamento (Dash; Benival; Jindal, 2024; Akinosoglou et al., 2024).

Com o objetivo de diminuir a toxicidade relacionada ao desoxicolato de anfotericina B,
foi desenvolvida a anfotericina B lipossomal (AmBisome®), na qual a anfotericina B estd
encapsulada em vesiculas lipossomais, o que melhora a estabilidade da molécula e promove
uma maior permeabilidade de membrana. O mecanismo de agdo dos lipossomas consiste na

fixacdo ao ergosterol, enquanto a anfotericina B ¢ liberada para formar os poros e causar

22



extravasamento do conteudo celular. Apesar de todos os beneficios dessa terapia, o

® ¢ considerado um medicamento de alto custo, variando entre R$24.752.00 e

AmBisome
R$28.285,20, além da necessidade de administragdo parenteral, o que limita a sua
acessibilidade (Frézard et al., 2021; Perea, 2021; Briiggemann; Jensen; Lass-Florl, 2022).

Implementada recentemente no esquema terapéutico da LT no Brasil, a miltefosina
(Impavido®) é um antineoplésico cuja acdo antileishmania foi descoberta nos anos 1980. Em
2011, foi incluida na lista de medicamentos essenciais da OMS com acao antileishmania, sendo
o primeiro e unico medicamento oral aprovado para o tratamento da LT. Em 2018, foi aprovado
a Portaria n° 60 de 31 de outubro de 2018 pela Comissdo Nacional de Incorporagdo de
Tecnologias no Sistema Unico de Saude (CONITEC), aprovou a incorporagio da miltefosina
como tratamento de primeira linha da leishmaniose tegumentar no Sistema Unico de Saude —
SUS (Monge-Maillo; Lopez-Vélez, 2015; Brasil, 2018; Mohammad et al., 2022; Astman et al.,
2024).

Estudos demostraram que a miltefosina ¢ mais eficaz em comparacdo ao antimoniato de
meglumina, além de apresentar menor toxicidade devido a sua ampla distribui¢do e meia-vida
de eliminacdo prolongada. O mecanismo de acdo desse medicamento envolve a inibicdo da
biossintese de fosfolipides e esterdis na membrana celular do parasita, interferindo na
sinalizagdo e na permeabilidade da membrana, causando morte celular por apoptose. Apesar
dos beneficios, este medicamento esta associado a efeitos adversos, como alteracdes
gastrointestinais e hepatotoxicidade. Além disso, ¢ uma substancia teratogénica, com risco
potencial de causar danos e morte fetal, sendo recomendado o uso de métodos contraceptivos
por mulheres em idade reprodutiva durante o tratamento e por cinco meses apds a terapia.
Ademais, ¢ contraindicado para criancas menores de 12 anos (Barratt; Saint-Pierre-Chazalet;

Loiseau, 2009; Astman et al., 2024).
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Figura 5. Linha do tempo do tratamento convencional da Leishmaniose Tegumentar no Brasil.
Fonte: Brasil, 2017; Brasil, 2018.

No entanto, apesar da disponibilidade desses medicamentos, diversos desafios ainda
limitam a efetividade desses tratamentos, como as vias de administra¢do invasivas, os efeitos
toxicos, a falha terapéutica e, além disso, os relatos recentes de resisténcia parasitaria. Por isso,
ha a necessidade de investigar novas substancias que possuam potencial bioativo
antiparasitario, visando ajustar o protocolo terapéutico para um tratamento menos nocivo. Além
disso, alternativas como o uso de combinagdes de medicamentos existentes podem retardar a

resisténcia parasitaria e aumentar a eficacia do tratamento (Pal et al., 2023; Gupta et al., 2024).

2.4 Alternativa terapéutica

2.4.1 Terapia combinada

A terapia combinada ¢ uma técnica utilizada como alternativa ao tratamento
monoterapéutico, envolvendo a administracdo simultanea de dois ou mais medicamentos com
mecanismos de acdo diferentes, de modo que o efeito combinado dos medicamentos ultrapasse
a soma dos seus efeitos individuais. Essa abordagem permite a redugdo da dosagem
convencional, com o objetivo de minimizar os efeitos toxicos, aumentar a eficicia, reduzir o
tempo de tratamento e, ainda, auxiliar na diminuigdo da resisténcia parasitaria e falha

terapéutica (Calzetta et al., 2024).



Estudos recentes relataram um aumento na resisténcia parasitiria aos farmacos
convencionais utilizados no tratamento da LT, além de uma alta taxa de falha terapéutica. Como
incentivo aprovado pelo Ministério da Saude afim de diminuir a falha terapéutica com o
Glucantime®, estd a sua associacdo com a pentoxifilina, um vasodilatador periférico que age
como imunomodulador no tratamento da LT (Ait-Oudhia ez al.,2011; Brasil, 2017; Brustolin et
al., 2021). Sadeghian & Nilforoushzadeh (2006), demonstraram em seu estudo que a
combinagdo dessas duas drogas levou a uma melhora completa em 81,3% dos pacientes em
comparagio com 51,6% dos pacientes tratados apenas com o Glucantime® em monoterapia,
aumentando a eficacia do tratamento e oferecendo maior seguranga para os pacientes.

Outro exemplo de combinagao terapéutica foi o estudo de Morais-Teixeira et al. (2015),
que investigou a eficacia da combinacdo de esquemas com aplica¢do diaria de paromomicina
topica, um antibidtico da classe dos aminoglicosideos, ja utilizado para o tratamento de LT, e
baixas doses de antimoniato de meglumina via intramuscular ¢ miltefosina via oral. Os
resultados mostraram que as combinagdes realizadas foram mais eficazes na reducao das lesoes
e diminuicdo da carga parasitdria, quando comparadas ao regime monoterapéutico,

evidenciando os beneficios da associacao terapéutica.

2.4.2 Compostos fenolicos

Uma alternativa para a busca de novas moléculas bioativas que possam ser utilizadas na
adequacdo de protocolos terapéuticos € a partir das plantas medicinais, que apresentam uma
ampla diversidade de compostos com potencial farmacologico, como os metabolitos
secundarios. Esses compostos bioativos sao subdivididos em classes fitoquimicas de acordo
com suas variagoes estruturais, incluindo acidos fenolicos, flavonoides, taninos, curcuminoides,
ligninas e outros. Tais metabolitos secundarios desempenham um papel importante como
reguladores do desenvolvimento, crescimento e defesa contra patdogenos e herbivoria em
diversas plantas, vegetais, sementes e frutas, como ¢ o caso da familia Fabaceae, rica em 4cidos
fendlicos (Corona-Espana ef al., 2024; Altuntas & Korukluoglu, 2024).

Em destaque nas classes fitoquimicas temos os compostos fendlicos sao metabdlitos
secundarios, caracterizados por constituirem um grupo diversificado de compostos organicos
que possuem um ou mais anéis fenolicos em sua estrutura quimica. Além disso, esses
compostos sao conhecidos por possuirem uma ampla variedade de propriedades bioativas,
como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, cicatrizante, entre outras. Estudos

recentes demonstraram que alguns compostos fendlicos possuem potencial antileishmania,
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como ¢ o caso da quercetina, que apresenta atividade antiparasitaria ao estimular a produgdo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos macrofagos (Lone ef al., 2024; Silva et al. 2024).
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Figura 6. Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos. Fonte: ChemSketch.

Outro composto ¢ a fiscetina, um flavonoide que demonstrou diminuir a agao da enzima
arginase em algumas espécies de Leishmania, fazendo com que o parasita ndo consiga lidar
com o estresse oxidativo. O estudo de Come et al. (2022), realizou experimentos in silico € in
vitro com analogos do acido cafeico e do acido rosmarinico com alvo principal na enzima
arginase de L. amazonensis. Os resultados mostraram que houve inibi¢cdo da arginase, o que
reduziu a proliferagdo do parasita e melhorou os mecanismos de defesa do hospedeiro (Carter
etal., 2021; Silva et al., 2024).

Sabe-se que o acido galico, devido ao seu baixo peso molecular e excelente atividade
anti-inflamatoria e antioxidante, também inibe esse alvo enzimatico e, por isso, vem ganhando
destaque quanto ao seu amplo potencial farmacoldgico. Estudos com L. major demonstram que
esse composto fenolico induz a ativagao de macrofagos, aumentando sua capacidade fagocitica,
o volume lisossomal, a sintese de oxido nitrico e a liberacdo de célcio citoplasmatico,
modulando uma resposta imunologica favoravel a eliminagdo parasitdria. Diante desse
contexto, a avaliagdo desse composto fendlico frente a L. guyanensis torna-se de grande
interesse, considerando sua atividade imunomodulatéria, que possivelmente podera modular

uma resposta mais eficaz contra esses parasitas (Alves et al., 2017; Bai et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade antileishmania frente a Leishmania (Viannia) guyanensis, o
perfil citotoxico e o potencial imunomodulatério do 4cido gélico associado ao sulfato de

paromomicina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito sinérgico do composto fenolico 4cido galico e sulfato de paromomicina
quanto a atividade contra as formas promastigota e amastigota de Leishmania (Viannia)
guyanensis;

e Determinar a citotoxicidade do 4cido gélico, do sulfato de paromomicina e da sua associacao
em macrofagos de linhagem RAW 264.7, visando o calculo do indice de seletividade;

e Investigar o perfil imunomodulatdrio do acido galico e do sulfato de paromomicina, isolados
e combinados, por meio de avaliagao da resposta linfoproliferativa de células mononucleares
de sangue periférico (PBMCs) de voluntarios humanos sadios;

e Quantificar a producao de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias no sobrenadante
das culturas de PBMCs tratadas, a fim de compreender se estes farmacos in vitro estao ativando

uma resposta imunologica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Instituicoes envolvidas e delineamento experimental

Este projeto consiste em uma pesquisa experimental na area de bioprospeccao de
farmacos para o tratamento para a Leishmaniose tegumentar, uma das Doencas Tropicais
Negligenciadas, com foco na atividade antileishmania, na citotoxicidade e na resposta
linfoproliferativa de células mononucleares de sangue periférico de voluntarios saudaveis,
sendo desenvolvido nos seguintes laboratorios:

- Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA, coordenado pela Dra. Antonia Maria Ramos Franco;

- Laboratério de Histologia Funcional, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, coordenado pelo Dr. José Fernando Marques Barcellos;

- Labmaster Medical Center, coordenado pelo Dr. Thiago de Jesus Bacha;

- Fundagdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM),
responsavel pela colaboracdo pelo Dr. Allyson Guimaraes Costa.

A seguir, € descrito o delineamento metodoldgico conforme o fluxograma na figura 7.

oH . _— Lo Atividade in vitro antileishmania
L . Atividade antileishmania in vitro 3 o
N i em amastigotas interiorizados
H i com formas promastigotas de " Andlises statisticas
PN . em macrofagos i i 3
vo._ BN NH, L. guyanensis 4 Linfoproliferagio
0. OH
® ‘l.‘
W
N NH’? H L ¥y
L7 O, .OH
8 0 | 3 : S 6 8

Associagio Terapéutica

=l ’
= A
|
Ensaio de citotoxicidade Extragio de PBMC Dosagem de citocinas

Ac. Galico + in vitro
Paromomicina

Figura 7. Fluxograma do delineamento experimental do estudo.

4.2 Obtencao das amostras quimicas

A aquisicdo do 4cido galico (4cido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico), o sulfato de
paromomicina e a miltefosina foi por meio da Sigma Aldrich®, e o farmaco convencional
Glucantime® (antimoniato de meglumina) foi cedido pela Fundacio de Medicina Tropical

Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).



4.3 Manutencao de Leishmania

Foi utilizada a espécie Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/1975/M4147),
mantidas no Laboratério de Leishmaniose ¢ Doenga de Chagas, INPA. As formas
promastigotas de L. guyanensis utilizadas no bioensaio in vitro foram mantidas e cultivadas em
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) [Sigma Aldrich®, Saint Louis, USA],
completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) em estufa a 25C

(Comandolli-Wyrepkowski et al., 2017).

4.4 Determinacao da atividade antileishmania e concentrac¢ao inibitéria 50% (ICso) das

amostras quimicas

A atividade antileishmania das substancias foram avaliadas pela inibigao do crescimento
e mortalidade de promastigotas. Promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis (1 x 10°
células/mL) foram incubadas com &cido galico (GA) e sulfato de paromomicina (PAR) nas
concentragdes de 0,1; 1; 10; 100 e 150 uM. Para os ensaios combinatérios (GA+PAR), foram
utilizadas concentragdes e de 0,05+0,05; 0,5+0,5; 5+5; 50+50 e 75+75 uM. O Glucantime®
(17; 34; 68; 137 e 273 uM) e a miltefosina (0,1; 1; 10; 50 € 100 uM) foram utilizados como
drogas de referéncia, e como controle negativo foi utilizado o DMSO
(Dimetilsulfoxido/Merck) na concentragdo de 1%.

A placa de Bioensaio na presenca de promastigotas, controle e amostras testes, foi
incubada em estufa a 25°C durante 24 e 48 horas. Apds o periodo de incubacdo, foram
removidos 110 pL do meio antigo e, em seguida, adicionado 10 puLL do reagente MTT (Brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil tetrazélio) [Sigma Aldrich®] na concentracio de 10%.
Ap0s 4 horas na incubadora, foi adicionado 100pL de SDS (Dodecil sulfato de sodio) nos pogos
e, em seguida, a placa foi armazenada overnight em temperatura ambiente (TA), protegida da
luz. A leitura da placa é colorimétrica em espectrofotdmetro (Bio-Tek®), utilizando os
comprimentos de onda de 595 nm. Os bioensaios foram realizados em triplicata e a média do

numero de células vivas foi utilizada para calcular a ICso (Adaptado de Stroppa et al., 2017).

4.5 Ensaios de citotoxicidade in vitro

As substancias foram submetidas aos testes para a determinacdo da concentracdo

citotoxica (CCso) de macrofagos nao infectados. Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 (1 x
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10° células/mL) foram cultivados previamente em placas de cultura de 96 pogos contendo meio
DMEM com a suplementacao de 10% de SFBi (Biosul), durante 24 horas. Apos este periodo,
foi realizada a adicdo de novo meio contendo a presenca de diferentes concentragdes das
substancias: acido galico e sulfato de paromomicina nas concentragdes de 0,1; 1; 10; 100 e 150
uM, GA+PAR nas concentragdes de 0,05 + 0,05; 0,5 +0,5; 5+ 5;50+50e 75+ 75 uM, a
miltefosina nas concentragdes 10; 5; 1; 0,5 € 0,1 pM; Glucantime® 273; 136; 68; 34 ¢ 17 uM;
o0 acido galico, sulfato de paromomicina e a combinagao nas concentragdes 150; 100; 10; 1 e
0,1 uM. O controle negativo foi o DMSO 1%.

A incubagdo dos macrofagos foi feita em estufa por 37°C e 5% de CO2 por 24 e 48 horas
na presenga das amostras. Apos este periodo de incubacgdo, foi realizada a centrifugagdo das
placas numa velocidade de 2.000 rpm por 10 minutos. Foram removidos 110 pLL do meio antigo
e, em seguida, adicionado 10 uL do reagente MTT na concentragdo de 10%. Apos mais 3%
horas na incubadora, foi adicionado 100 puL. de SDS nos pogos e, em seguida, a placa foi
armazenada overnight em temperatura ambiente. Apos a absor¢do completa dos cristais de
resazurina, foi realizada a leitura colorimétrica em espectrofotdmetro (Bio-Tek®), utilizando o
comprimento de onda de 570 nm. Os bioensaios foram realizados em triplicata e o calculo para

a obtengao do valor de CCso serd por regressao nao linear (Adaptado de Antinarelli ef al., 2017)

4.6 Atividade in vitro antileishmania em amastigotas interiorizados em macrofagos

Macrotagos murinos de linhagem RAW 264.7 (105/mL) foram cultivados em placa de
24 pogos, onde laminulas estéreis foram previamente acondicionadas nos poc¢os, na
concentragio de 1 x 10° células/mL, em meio DMEM completo, em estufa a 37°C por cerca de
24 horas. Ap6s este periodo, os macrofagos foram infectados com 1 x 10° promastigotas/mL
de L. guyanensis, por duas horas. Em seguida, os pocos foram lavados com meio DMEM para
a remogao das promastigotas nao interiorizados. Os macrofagos infectados foram incubados na
presenca das substancias nas seguintes concentragdes: acido galico e sulfato de paromomicina
150; 100; 50 e 10 uM; a combinacdo 75 + 75; 50 + 50; 25 + 25; 5 + 5; miltefosina 24; 12,5; 6
e 3 uM; Glucantime® 273; 27,3 € 2,7 uM. Apos 24 e 48 horas de incubagio em estufa a 37°C/5%
COz, os pocos foram lavados com meio DMEM, as células infectadas foram fixadas e coradas
utilizando método panotico, e as laminas de vidro foram removidas. Foram avaliados o numero
de macréfagos infectados (100 macréfagos por lamina/réplica). A avaliagdo destes parametros
foi realizada através de observacao em microscopio optico em aumento de 1000X (Adaptado

de Comandolli-Wyrepkowski et al., 2017)
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4.7 Indice de Seletividade Celular (SI)

Para determinar a seletividade das concentracdes com atividade antileishmania contra
macrofagos de linhagem RAW 264.7, o indice seletivo (SI) foi obtido pela razdo da CCso celular
dividida pela concentragdo inibitéria de 50% (ICso) para promastigotas, durante as 48 horas,
usando a seguinte equacao:

_ CC50 em macrofagos de linhagem Raw 264.7 (citotoxico)

IC50 contra amastigotas de L. guyanensis

4.8 Aspectos éticos

Este trabalho tem aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) - CAAE/UFAM:
81512524.3.0000.5020. Foram atendidos neste projeto um total de 13 individuos (n=13)
individuos sadios, e todos que concordaram em participar do estudo, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.9 Ciritérios de Elegibilidade

4.9.1Critérios de Inclusao

Individuo independente de sexo e/ou orientacdo sexual, de dezoito a 59 anos de idade,
que ndo apresentem manifestacoes clinicas de desenvolvimento de lesdes causadas por
Leishmania; nao ter frequentado areas endémicas de leishmaniose tegumentar nos ultimos

quinze dias anteriores; individuo que aceite participar do projeto e assine TCLE.
4.9.2Critérios de Exclusdo
Gestantes; diagnostico conhecido de infec¢do por HIV ou outras imunodeficiéncias ou

uso de imunossupressores; comorbidades como diabetes; diagnostico conhecido de doencas

autoimunes.



4.10 Coleta de amostras de sangue e obtencio de PBMC

Para obtencdo das células mononucleares humanas, foram diluidos o sangue periférico,
coletados anteriormente, em meio RPMI completo (L-glutamina) na propor¢ao de 1:1 e
acrescentado, cuidadosamente, 8 mL Histopaque® - 1077. Os tubos foram levados a centrifuga
sem freio a 2.400 rpm por 30 minutos. Apds a centrifugacdo, foi realizada a remog¢ao da camada
de células mononucleares e transferida para um tubo falcon 15 mL para a realizagao de lavagens
com meio RPMI completo e centrifugagdes a 4.400 rpm por 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em ImL de meio RPIM completo e as
células foram contadas em camara de Neubauer com azul de Trypan, ajustando concentracao

para 2 x 105 células / mL em meio RPIM completo (da Silva ef al., 2021)

4.11 Ensaio de proliferacio celular

Em placas para cultivo com 96 pogos de fundo chato, as PBMCs obtidas foram
organizadas em triplicatas, com 100 pL/poco (2 x 10°/mL). As células foram sensibilizadas
com as amostras acido galico e sulfato de paromomicina em monoterapia (50 uM), e a sua
combinagdo GA + PAR (25 + 25 uM). Como controle positivo de resposta linfoproliferativa,
foi utilizado a Phytohemagglutinin (PHA) (10 ng/mL) e o formaco convencional Glucantime®
(273 uM), enquanto o controle negativo foram células que ndo receberam nenhuma
estimulacdo. Em seguida, as PBMCs foram incubadas em atmosfera umidificada (95%) com
5% de CO», por 72 horas a 37 °C e, apds 18 horas de incubacao, foi adicionado BrdU (5-bromo-
2'-desoxiuridina) [10 mM mL'] (da Silva et al., 2021).

O ensaio colorimétrico ELISA foi realizado com o Kit BrdU Cell Proliferation ELISA
(Roche, Applied Sciences), seguindo as orientacdes do fabricante. Por fim, avaliou-se a
incorporagao de BrdU, com base no aumento médio da densidade optica por espectrofotometria
(absorvancia a 450 nm). A estimulagao da linfoproliferacao de cada substancia foi determinada
com base no valor relativo entre a média aritmética das triplicatas do controle positivo e do

controle negativo, em relacdo aos pocos com células estimuladas.

4.12 Calculo da resposta linfoproliferativa relativa e estratégia de normalizacio

A proliferagao linfocitaria foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico de

incorporagdo de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU), sendo a resposta determinada a partir da
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densidade optica (D.O.) mensurada em leitor de microplacas. Inicialmente, todas as leituras
foram corrigidas pelo valor do branco (pogos contendo apenas meio de cultura e reagentes), a
fim de eliminar interferéncias de fundo.

As culturas foram estabelecidas com 2x10° células por pogo e submetidas as seguintes
condi¢des: controle basal (células ndo estimuladas), estimulos experimentais e controle positivo
de proliferagdo, utilizando fito-hemaglutinina (PHA). A PHA foi empregada como estimulo
mitogénico inespecifico e considerada referéncia de maxima capacidade proliferativa no
ensaio.

Como as diferentes condi¢des foram avaliadas a partir de células do mesmo individuo,
todos os célculos foram realizados de forma intraindividual, preservando o delineamento
pareado do estudo.

A resposta linfoproliferativa relativa ao controle basal foi calculada conforme a formula:

D.O. do estimulo 9
D.O. do controle basal

Nesse modelo, o controle basal de cada participante foi considerado como referéncia

100

Proliferacao relativa (%) =

interna (100%). Adicionalmente, para comparar a magnitude da resposta dos estimulos em
relacdo ao controle positivo (PHA), foi realizada nova normalizagdo intraindividual:

Valor do estimulo y
Valor obtido com PHA

Com o objetivo de padronizar a andlise, os valores foram limitados a 100%, de modo

100

Resposta relativa a PHA (%) =

que nenhuma condig@o experimental ultrapassasse a resposta observada para a PHA no mesmo
individuo. Valores superiores a 100% foram ajustados para esse limite maximo.

Essa estratégia de normalizagdo permitiu comparagdes intraindividuais consistentes,
reduzindo a variabilidade interindividual e garantindo maior robustez as andlises estatisticas

subsequentes.

4.13 Obtencao de sobrenadante de cultura para identifica¢io das citocinas

Apds o periodo de incubacdo das placas de proliferacdo celular, foi realizada
centrifugacdo a 2.200 rpm por 15 minutos para recolher os sobrenadantes da cultura. Os
sobrenadantes de cada pogo foram transferidos individualmente para tubos de criopreservagao

e armazenados a -80 °C até a dosagem de citocinas por citometria de fluxo.
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4.14 Dosagem de citocinas

A quantificacao das citocinas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o citometro
BD FACSCanto™ II, com andlise pelo software FCAP Array v3, por meio da técnica
Cytometric Bead Array (CBA). Foi empregado o kit BD™ Human Th1/Th2/Th17 Cytokine
(Cat. n° 560484, lote 29132; BD® Biosciences, San Diego, CA, EUA), seguindo as instrugdes
do fabricante. Foram mensuradas as seguintes citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e
IL-17A.

4.15 Analises Estatisticas

A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada por meio do ajuste de curvas
sigmoidais, utilizando o software GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA, EUA), com célculo dos
respectivos intervalos de confianga de 95%. As andlises estatisticas dos niveis de
linfoproliferacdo e citocinas também foram realizadas no GraphPad Prism 9.0. Apos avaliacao
da distribuicao dos dados, estes foram considerados ndo paramétricos; assim, as comparagoes
entre grupos independentes foram conduzidas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Mann—Whitney para comparagdes multiplas. Para comparagdes intraindividuais, respeitando
o delineamento pareado do estudo, foi aplicado o teste de Wilcoxon para amostras pareadas
(Wilcoxon signed-rank test). A andlise de correlacdo entre as variaveis imunoldgicas foi
realizada por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman, a fim de identificar associagdes
monotonicas entre os niveis de citocinas e os parametros avaliados. Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. CAPITULO

In vitro activity of gallic acid-paromomycin combination against Leishmania guyanensis

and human cell lymphoproliferative primary immune response

Manuscrito submetido a Revista Scientia Pharmaceutica
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RESUMO

A leishmaniose cutdnea permanece um desafio terapéutico devido a toxicidade, resisténcia
parasitaria e limitagdes dos farmacos convencionais, tornando a terapia combinada com
compostos naturais imunomoduladores uma estratégia promissora. Este estudo avaliou a
atividade antileishmania, citotoxica e o perfil imunomodulatorio da resposta imune primaria
humana in vitro da associagao entre acido galico (GA) e sulfato de paromomicina (PAR). Foram
determinados os valores de ICso em promastigotas e amastigotas de Leishmania (Viannia)
guyanensis ¢ CCso em macrofagos RAW 264.7. Paralelamente, PBMCs de voluntarios sadios
(n=13) foram estimuladas por 72 h com GA, PAR ¢ GA+PAR ou controles, avaliando-se a
linfoproliferagdo (BrdU) e a produgdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-
17A), seguida de andlise de correlacdo de Spearman. O GA apresentou atividade moderada em
promastigotas e elevada eficacia contra amastigotas intracelulares (ICso=11,4 pM), assim como
GA+PAR (ICs50=20,5 pM), enquanto PAR isolada mostrou atividade limitada. O Glucantime®
induziu maior linfoproliferacdo (61,5%) e perfil de ampla ativagdo. GA modulou
preferencialmente o eixo TNF/IL-6, PAR associou-se a IL-10, e GA+PAR exibiu perfil
imunoldgico equilibrado entre citocinas pro-inflamatoérias e regulatorias, sem estimulo
proliferativo direto. Em conjunto, GA+PAR demonstrou eficacia antiparasitaria e padrio
imunomodulador complementar, reforcando seu potencial como estratégia terapéutica

alternativa.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; Terapia combinada; Imunomodulatorio.

1. Introducio

A leishmaniose cutidnea (CL) ¢ uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, ocasionada por
protozoarios flagelados do género Leishmania, transmitidos pela picada de flebotomineos
fémeas infectadas. Trata-se de uma enfermidade endémica em 90 paises, sendo classificada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma das 21 Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), afetando predominantemente populacdes em situagdo de
vulnerabilidade socioecondmica, com acesso limitado a servigos de saude ['].

A resposta imune a infeccdo por Leishmania € multifacetada e envolve, inicialmente, a
ativacdo de cé€lulas da imunidade inata, principalmente macrofagos e neutrofilos, que atuam na
tentativa de conter a multiplicag@o parasitaria por meio da produgdo de espécies reativas de

oxigénio e de Oxido nitrico. Essa resposta influencia o desenvolvimento da imunidade
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adaptativa, na qual a diferenciacdo de subpopulacdes de linfocitos T desempenham papel
determinante no controle ou progressio da doenga [>™].

A resposta Thl, caracterizada pela produgdo de citocinas pro-inflamatérias como
interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12), esta
associada ao controle efetivo da infec¢do e a resolucdo das formas cutaneas localizadas,
frequentemente observadas em infec¢des por Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis ¢ L. (L.) amazonensis. Em contrapartida, a resposta Th2, marcada pela secrecao de
interleucinas como IL-4 e IL-5, pode atenuar o dano tecidual, porém favorecer a evasao
parasitaria. Além disso, respostas mediadas por células Th17, via IL-17, contribuem para o
processo inflamatdrio, enquanto células T reguladoras (Treg) e a producdo de IL-10 sdo
fundamentais para o controle da inflamacdo excessiva e manutencdo da homeostase
imunolégica [°®]. A auséncia desse equilibrio imunolégico frequentemente resulta na
necessidade de intervengao farmacologica.

O tratamento da LT preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil inclui farmacos
como o antimoniato de meglumina, a anfotericin B, o isetionato de pentamidina e a miltefosina.
Apesar da eficacia clinica, essas terapias estdo associadas a efeitos adversos significativos,
como nefrotoxicidade ¢ cardiotoxicidade, além de limitagdes relacionadas a via de
administracao e ao surgimento de cepas resistentes, o que compromete a adesdao a o sucesso
terapéutico [*!'].

Nesse cenario, a terapia combinada tem se destacado como uma estratégia promissora,
uma vez que permite a reducdo das doses individuais, a diminui¢do da toxicidade e o retardo
do desenvolvimento de reisténcia parasitarias. O sulfato de paromomicina, um antibidtico
aminoglicosideo que atua por meio da inibicdo da sintese proteica via ligagdao a subunidade
ribossomica 30S, tem sido recomendado pela Organizacdo Pan-Americana de Saude para
associagdo terapéutica no tratamento da LT, a utilizagdo de compostos bioativos de origem
natural sugere como uma abordagem complementar relevante. Dentre esses, o acido galico,
um composto fendlico amplamente distribuido em plantas, destaca-se por suas propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e cicatrizantes. Adicionalmente, estudos
indicam que o 4cido galico apresenta efeito imunomodulatério, estimulando a produgdo de
oxido nitrico (NO) e potencializando a atividade microbicida de macrofagos, o que pode
contribuir para a reducdo da carga parasitaria ['*"14].

A investigacdo da associacdo entre acido galico e o sulfato de paromomicina torna-se,

portanto, relevante diante da possibilidade de efeitos sinérgicos decorrentes de seus
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mecanismos de acdo complementares, com potencial para aumentar a eficicia terapéutica,
reduzir o tempo de tratamento e minimizar o desenvolvimento de resisténcia parasitaria.
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a resposta do composto fendlico acido
galico combinado com o sulfato de paromomicina, por meio de ensaios in vitro contra o parasita
L. (V.) guyanensis, avaliando o perfil de citotoxicidade em macrdofagos de linhagem RAW 264.7
e o efeito imunomodulatério em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de
voluntéarios sadios, visando identificar uma possivel estratégia terapéutica alternativa ou
adjuvante para o tratamento da leishmaniose cutanea, contornando assim a elevada toxicidade

e resisténcia parasitaria.

2. Materiais e Métodos
2.1 Obten¢do das amostras quimicas

O 4acido gélico, o sulfato de paromomicina e a miltefosina foram adquiridos da Sigma
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). O Glucantime® (antimoniato de meglumina) [Sanofi-Aventis
Farmacéutica Ltda, Brasil] foi cedido pela Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD).
2.2 Manutengao do parasito

Foi utilizada a espécie Leishmania (Viannia) guyanensis (MHO/BR/1975/M4147),
mantida no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). As formas promastigotas foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) [Sigma Aldrich®, Saint Louis, USA], suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) [Gibco, Brasil], a 25 C.
2.3 Determinagdo da atividade antileishmania e concentragdo inibitoria 50% (ICsg) das
amostras quimicas

Promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis (10° células/mL) foram incubadas
com acido galico (GA) ou sulfato de paromomicina (PAR) nas concentracdes de 0,1; 1; 10; 100
e 150 uM. Para os ensaios combinatorios (GA+PAR), foram utilizadas concentracdes e de
0,05+0,05; 0,5+0,5; 5+5; 50+50 e 75+75 uM. O Glucantime® (17; 34; 68; 137 ¢ 273 uM) e a
miltefosina (0,1; 1; 10; 50 e 100 uM) foram utilizados como drogas de referéncia, e como
controle negativo foi utilizado o DMSO (Dimetilsulféxido/Merck) na concentracao de 1%. As
culturas permaneceram a 25 °C em incubadora BOD (ELETROLab®) por 24 e 48 horas. A
viabilidade parasitaria foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT (Brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil tetrazolio). A absorbancia foi medida a 595 nm em

espectrofotdmetro (BioTek®), e os valores de concentragdo que inibe o crescimento do parasita
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em 50% (ICso) foram determinados por regressdo ndo linear. Os ensaios foram realizados em
triplicata, em trés experimentos independentes ['°].
2.4 Ensaios de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade das substancias foi avaliada pela determinacdo da concentragdo
citotoxica para 50% (CCso) em macrofagos ndo infectados da linhagem RAW 264.7. As células
(10° células/mL) foram cultivadas em placas de 96 pocos contendo meio DMEM suplementado
com 10% de SFBi, por 24 h em estufa a 37 °C e 5% de CO.. Ap0s esse periodo, as células
foram tratadas com acido galico e sulfato de paromomicina (0,1; 1; 10; 100 e 150 uM), a
combinagdo (0,05+0,05; 0,5+0,5; 5+5; 50+50 e 75+75 uM), miltefosina (0,1; 1; 10; 50 ¢ 100
uM), e Glucantime® (17; 34; 68; 137 e 273 uM). O DMSO a 1% foi utilizado como controle
negativo. As placas foram incubadas por 24 e 48 h, e a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de MTT. A absorbancia foi medida a 570 nm em espectrofotometro, e os valores de CCso
foram calculados por regressao ndo linear. Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés
experimentos independentes ['°].
2.5 Atividade in vitro antileishmania em amastigotas interiorizados em macrofagos

Macréfagos murinos de linhagem RAW 264.7 (10°/mL) foram cultivados em placa de
24 pogos, onde laminulas estéreis foram previamente acondicionadas nos pogos. As células
foram infectadas com promastigotas de L. guyanensis (10°/mL) e tratados com diferentes
concentragdes das substancias acido galico e sulfato de paromomicina (10; 50; 100 e 150 uM),
e da sua combinagdo (5+5; 25+25; 50+50; 75+75 uM). A miltefosina (3; 6; 12.5 ¢ 24 uM) e o
Glucantime® (2,73; 27,3 e 273 uM) foram utilizadas como controles positivos, e como controle
negativo foi utilizado o DMSO 1%. Apds 48 horas de incubagdo a 37 °C, os pogos foram
lavados, as laminulas de vidro foram removidas e as células infectadas foram fixadas e coradas
com método panodtico. Foram avaliados o nimero de macrofagos infectados (100 macréfagos
por lamina/réplica). A avaliacdo destes pardmetros foi realizada através de observacdo em
microscopio dptico em aumento de 1000X ['7].
2.6 Indice de Seletividade Celular (SI)

Para determinar a seletividade das concentragdes com atividade antileishmania contra
macrofagos de linhagem Raw 264.7, o indice seletivo (SI) foi obtido pela razao da concentracao
citotoxica para 50% (CCso) dividida pela concentragdao inibitoria de 50% (ICso) para

amastigotas, durante as 48 horas, usando a seguinte equagao:

o = CC50 em macrofagos de linhagem RAW 264.7
B IC50 amastigota
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2.7 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da
Universidade Federal do Amazonas (CAAE: 81512524.3.0000.5020). Foram atendidos neste
projeto um total de 13 individuos sadios, os quais, apds concordarem com a participagao,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
2.8 Critérios de Elegibilidade

2.8.1 Critérios de Inclusao

Individuos independente de sexo e/ou orientagdo sexual, de 18 a 59 anos de idade, sem
historico de manifestagdes clinicas de desenvolvimento de lesdes causadas por Leishmania; nao
terem frequentado 4reas rurais/ periurbanas nos quinze dias anteriores; individuo que
aceitearem a participar do projeto e assinem o TCLE.

2.8.2 Critérios de Exclusao

Gestantes; diagnostico conhecido de infec¢dao por HIV ou outras imunodeficiéncias ou
uso de imunossupressores; comorbidades como diabetes; diagnostico conhecido de doengas
autoimunes.
2.9 Coleta de amostras de sangue e extragdo de PBMC

O isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ¢ descrita com
mais detalhes em Silva et al. (2021) ['®]. Em resumo, 8 mL de sangue venoso periférico de
individuos sadios foram coletados em tubos de polipropileno heparinizados. O sangue foi
diluido em meio RPMI-1640 completo e Ficoll-Histopaque (Histopaque-1077, Sigma-
Aldrich®) foi adicionado. Apos centrifugago a 2.200 rpm por 30 minutos, as PBMCs foram
lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 completo e centrifugadas a 1.800 rpm por 10 minutos
a4 °C. Em seguida, as PBMCs foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI suplementado e a
concentragdo de PBMC foi ajustada para 2 x 10° células mL™".
2.10 Ensaio de proliferac¢do celular

Em placas para cultivo com 96 pogos de fundo chato, as PBMCs obtidas foram
organizadas em triplicatas, com 100 pL/poco (2 x 10°/mL). As células foram sensibilizadas
com as amostras acido galico e sulfato de paromomicina em monoterapia (50 uM), e a sua
combina¢do GA + PAR (25 + 25 uM). Como controle positivo de resposta linfoproliferativa,
foi utilizado a Phytohemagglutinin (PHA) (10 ng/mL) e o formaco convencional Glucantime®
(273 uM), enquanto o controle negativo foram células que ndo receberam nenhuma
estimulacdo. Em seguida, as PBMCs foram incubadas em atmosfera umidificada (95%) com
5% de COg, por 72 horas a 37 °C e, ap0s 18 horas de incubacao, foi adicionado BrdU (5-bromo-
2'-desoxiuridina) [10 mM mL'] ['8].

41



O ensaio colorimétrico ELISA foi realizado com o Kit BrdU Cell Proliferation ELISA
(Roche, Applied Sciences), seguindo as orientacdes do fabricante. Por fim, avaliou-se a
incorporagao de BrdU, com base no aumento médio da densidade optica por espectrofotometria
(absorvancia a 450 nm). A estimulagdo da linfoproliferacao de cada substancia foi determinada
com base no valor relativo entre a média aritmética das triplicatas do controle positivo e do
controle negativo, em relacdo aos pocos com células estimuladas.

2.11 Obtengao de sobrenadante de cultura para identificacdo das citocinas

Apo6s o periodo de incubagdo das placas de proliferagdo celular, foi realizada
centrifugacdo a 2.200 rpm por 15 minutos para recolher os sobrenadantes da cultura. Os
sobrenadantes de cada pogo foram transferidos individualmente para tubos de criopreservacao
e armazenados a -80 °C até a dosagem de citocinas por citometria de fluxo.

2.12 Calculo da resposta linfoproliferativa relativa e estratégia de normalizagdo

A proliferagdo linfocitaria foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico de
incorpora¢dao de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU), sendo a resposta determinada a partir da
densidade optica (D.O.) mensurada em leitor de microplacas. Inicialmente, todas as leituras
foram corrigidas pelo valor do branco (pogos contendo apenas meio de cultura e reagentes), a
fim de eliminar interferéncias de fundo.

As culturas foram estabelecidas com 2x10° c€lulas por poco e submetidas as seguintes
condig¢des: controle basal (células ndo estimuladas), estimulos experimentais e controle positivo
de proliferacdo, utilizando fito-hemaglutinina (PHA). A PHA foi empregada como estimulo
mitogénico inespecifico e considerada referéncia de maxima capacidade proliferativa no
ensaio.

Como as diferentes condi¢des foram avaliadas a partir de células do mesmo individuo,
todos os calculos foram realizados de forma intraindividual, preservando o delineamento
pareado do estudo.

A resposta linfoproliferativa relativa ao controle basal foi calculada conforme a formula:

D.O. do estimulo o
D.O. do controle basal

Nesse modelo, o controle basal de cada participante foi considerado como referéncia

Proliferagao relativa (%) = 100

interna (100%). Adicionalmente, para comparar a magnitude da resposta dos estimulos em
relacdo ao controle positivo (PHA), foi realizada nova normalizagdo intraindividual:

Valor do estimulo

X1
Valor obtido com PHA 00

Resposta relativa a PHA (%) =
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Com o objetivo de padronizar a andlise, os valores foram limitados a 100%, de modo
que nenhuma condi¢do experimental ultrapassasse a resposta observada para a PHA no mesmo
individuo. Valores superiores a 100% foram ajustados para esse limite maximo.

Essa estratégia de normalizacdo permitiu comparagdes intraindividuais consistentes,
reduzindo a variabilidade interindividual e garantindo maior robustez as andlises estatisticas
subsequentes.

2.13 Dosagem de Citocinas

A quantificacao das citocinas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o citometro
BD FACSCanto™ II, com analise pelo software FCAP Array v3, por meio da técnica
Cytometric Bead Array (CBA). Foi empregado o kit BD™ Human Th1/Th2/Th17 Cytokine
(Cat. n° 560484, lote 29132; BD® Biosciences, San Diego, CA, EUA), seguindo as instrugdes
do fabricante. Foram mensuradas as seguintes citocinas: 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e
IL-17A.

2.14 Analises Estatisticas

A multiplicacdo das células parasitarias foi determinada por meio do ajuste de curvas
sigmoidais, utilizando o software GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA, EUA), com célculo dos
respectivos intervalos de confianga de 95%. As andlises estatisticas dos niveis de
linfoproliferagdo e citocinas também foram realizadas no GraphPad Prism 9.0. Apos avaliagao
da distribuicao dos dados, estes foram considerados ndo paramétricos; assim, as comparagoes
entre grupos independentes foram conduzidas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Mann—Whitney para comparag¢des multiplas. Para comparagdes intraindividuais, respeitando
o delineamento pareado do estudo, foi aplicado o teste de Wilcoxon para amostras pareadas
(Wilcoxon signed-rank test). A andlise de correlagdo entre as variaveis imunologicas foi
realizada por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman, a fim de identificar associagdes
monotonicas entre os niveis de citocinas e os parametros avaliados. Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

3. Resultados e Discussiao

O manejo terapéutico da leishmaniose cutanea baseia-se na apresentacdo clinica da
doenca, na espécie infectante e na resposta imunoldgica do hospedeiro. Apesar da existéncia de
protocolos consolidados, os farmacos atualmente disponiveis apresentam limitagdes relevantes,
como elevada toxicidade, longo tempo de tratamento e ocorréncia de falhas clinicas, o que

reforga a necessidade de estratégias alternativas e mais seguras. Devido a esses fatores, a terapia
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combinada tém sido explorada como abordagem promissora, permitindo a redu¢do de doses
individuais, minimizagdo de efeitos toxicos e potencial aumento da eficacia terapéutica [!*-2!].

Compostos fendlicos, como o acido galico (GA), tém sido amplamente investigados por
sua atividade antileishmania, associado principalmente a indug¢do de estresse oxidativo e
disfun¢do mitocondrial, de maneira dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢do.
Estudos pré-clinicos tém sido realizados com essa substincia, demonstrando que o GA atua
como um inibidor da arginase da Leishmania, enzima-chave para o metabolismo do parasita,
apresentando potencial terapéutico relevante contra diferentes espécies do género Leishmania,
ainda em fase pré-clinica de investigacdo [*].

Estudos conduzidos por este grupo de pesquisa reforcam o potencial terapéutico de
compostos fenolicos com atividade antileishmania, a partir da investigacdo do metil galato, um
¢éster do acido galico, isolado de Libidibia ferrea, espécie vegetal nativa do Brasil. Evidéncias
previamente obtidas pelo grupo demonstram que esse composto apresenta atividade
antileishmania relevante, e sem perfil de citotoxicidade em macréfagos murinos (BALB/c) de
cultivo primario, refor¢ando o potencial dos compostos fenolicos como candidatos promissores
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no controle da CL [>-°].

Em contraste, o sulfato de paromomicina (PAR), um aminoglicosideo de uso clinico
estabelecido, ¢ um farmaco ja empregado em protocolos terapéuticos para o tratamento da CL,
geralmente utilizado em esquemas combinados. Diversos estudos demonstram a eficacia
antileishmania dessa substancia, bem como seu perfil de seguranca, tanto de forma isolada
quanto em associa¢do com outros farmacos, refor¢ando seu papel como alternativa terapéutica
aos antimoniais [*®2%]. Adicionalmente, o estudo de Carter et al. (2022) [*°] indica que a PAR
pode interferir em vias metabolicas essenciais do parasita, como o metabolismo de poliaminas,
considerado um alvo terapéutico promissor em Leishmania. Com isto, este estudo avaliou
atividade antileishmania da associacdo entre o acido galico (GA) e o sulfato de paromomicina
(PAR), assim como o efeito de cada composto isoladamente, em promastigotas e amastigotas
de Leishmania guyanensis.

Nos ensaio antileishmania com promastigotas, GA em monoterapia, nas concentragdes
mais elevadas (150 e 100 uM), apresentou maior efeito inibitdrio quando comparado & PAR e
a associacdo AG+PAR, a qual demonstrou efeito sinérgico limitado. A andlise dos valores de
concentracao inibitoria de 50% (ICso) revelou redugao progressiva para o GA ao longo de 48 h
(de 142,5 para 126,5 uM), sugerindo aumento do potencial antileishmania de forma tempo-

dependente. Em contraste, PAR na forma isolada e a combinagdo AG+PAR ndo atingiram ICso
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nas concentragdes testadas, indicando que concentracdes superiores a 150 uM seriam

necessarias para produzir efeito significativo sobre promastigotas (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo da atividade biologica antileishmania das amostras contra as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania guyanensis, citotoxicidade em macréfagos de linhagem RAW 264.7 e indice de
seletividade em relacdo a amastigotas.

Mo Raw 264.7 L. guyanensis
Promastigote Amastigote
SAMPLES CCso£ SD (uM) [Cso £ SD (uM) [Cso£ SD (uM) (CijllCm)

24h 48h 24h 48h 24h 48h 48h

GA >150 >150 1425 1,8 126,5 = 14,6 89,1+7,1 11,4+8 32

PAR =150 =150 =150 >150 118,1+5,5 >150 -
GA +PAR 131,2+ 6,6 >150 >150 >150 68,6 £4.6 20,5+83 43

GLUC >273 >273 >273 >273 59.2+4.8 49.1+72 -
MILT 29,1+ 4,6 24,8+8.2 74+54 6,3+2,5 1,5+4 1,5+2,7 16

- ICs0. a concentragdo capaz de inibir 50% dos parasitas
- CCso: concentragdo capaz de inibir 50% das células

- SI: indice de seletividade

- SD: desvio padrao

Nos ensaios de citotoxicidade em macréfagos da linhagem RAW 264.7, GA e PAR ndo
apresentaram um perfil de citotoxicidade significativo em nenhuma das concentragdes testadas
(Figura 1), com CCsode >150 uM (Tabela 1). Entretanto, a associagdo GA+PAR apresentou,
em suas maiores concentracdes (150 e 100 uM), uma pequena diminui¢do na populacao celular
(Figura 1-C). Esse efeito pode estar relacionado a conhecida atividade antitumoral do GA,
considerando que a linhagem RAW 264.7 é derivada de células tumorais murinas [*']. Em
contraste, PAR apresentou perfil de seguranca favoravel, com CCso >150 uM ao longo de 48
horas (Tabela 1), corroborando dados prévios que demonstram sua boa tolerabilidade ao avaliar
a associacdo entre o sulfato de paromomicina e o pamoato de pirvinio, tanto em modelos de

amastigotas axénicas e intramacrofégicas de L. infantum quanto em organoides murinos [*°].
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Figura 1. A, B e C — Viabilidade celular (%) e D, E e F — percentual de macrofagos infectados apds tratamento
com 4cido galico (GA), paromomicina (PAR) e GA+PAR por 24 h e 48 h. Miltefosina (MILT) e Glucantime®
(GLUC) foram utilizados como controle positivo, DMSO 1% e células ndo tratadas como controle negativo. As
diferencas estatisticas entre os grupos sdo representadas por letras. Para o tempo de 24 h foram utilizadas letras
mintsculas (a, b, c) e, para 48 h, letras maiusculas (A, B, C). Grupos identificados com a mesma letra ndo
apresentam diferenga estatisticamente significativa entre si, enquanto grupos com letras distintas diferem
significativamente (p < 0,05), conforme analise por ANOVA unidirecional seguida do teste post hoc de Tukey.

A miltefosina, utilizada como um dos controle positivo, apresentou elevada eficacia
antileishmania, com ICso entre 6.3 e 7.4 uM, porém associada a citotoxicidade relevante (CCso
entre 24.8 € 29.1 uM), em concordancia com estudos que descrevem seus efeitos citotoxicos e
genotoxicos em células leucocitdrias humanas, associados a inducdo de dano ao DNA e
apoptose celular, o que reforca o perfil de citotoxicidade dessa substancia [*2].

Em amastigotas intracelulares, observou-se redu¢ao dependente da concentragao na taxa
de infeccdo dos macrofagos tratados com GA, com ICso de 89.1 a 11.4 uM. Por outro lado, a
substancia PAR apresentou uma menor atividade, com aumento da taxa de macrofagos
infectados em 48 horas de ensaio. Os valores de ICso variaram de 118,1 a >150 uM, indicando
baixa eficacia nas concentracdes avaliadas; ainda assim, o composto demonstrou desempenho
relativamente superior frente as formas amastigotas quando comparado aos resultados
observados em promastigotas (Tabela 1). Em contrapartida, a combinacio GA + PAR

apresentou atividade antileishmania nas maiores concentragdes, com valores de ICso variando
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entre 68,6 ¢ 20,5 uM, indicando potencial da associacdo terapéutica em comparagdo aos
tratamentos em monoterapia, especialmente em relacdo a PAR.

A atividade antileishmania do GA como j& mencionado, pode estar associada a sua
capacidade de inibir a enzima arginase, a qual ¢ essencial para a sobrevivéncia do parasita por
sustentar sua proliferacdo via sintese de poliaminas e, simultaneamente, limitar a acdo
microbicida do 6xido nitrico (NO) do hospedeiro. Dessa forma, a inibigdo da arginase pelo GA
compromete a producao de poliaminas indispensaveis ao metabolismo do parasita e redireciona
a arginina para a via da o0xido nitrico sintase, potencializando a geracao de NO e a resposta
microbicida do hospedeiro [***]. Corroborando a esse mecanismo, estudos em macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c demonstraram que a exposi¢do ao GA promove aumento
do volume lisossomal e da liberagdo de NO em células infectadas, indicando um efeito
imunomodulador favoravel a inibi¢do parasitaria [>'].

Por sua vez, o perfil de atividade da PAR frente as amastigotas reforca as limitagdes do
seu uso em monoterapia e destaca a importancia de abordagens terapéuticas combinatorias para
ampliar a eficicia antiparasitaria. Em concordancia com esses achados, Coser et al. (2021) [*?]
demonstraram que a PAR ¢ consistentemente mais ativa contra amastigotas intracelulares de L.
braziliensis, L. amazonensis ¢ L. guyanensis (ICso de 0,62 a 108,6 uM) do que contra
promastigotas (ICso de 4,95 a 205 uM), apesar da elevada variabilidade de suscetibilidade entre
espécies, corroborando seu melhor desempenho na forma intracelular do parasita.

A analise morfologica indicou redugdo da taxa de infeccdo apds o tratamento com GA
na concentragdo de 150 uM, evidenciada pela observagdo de raras estruturas compativeis com
amastigotas, assinaladas pela seta na Figura 2-A. Em contraste, a concentragdo de 10 uM
apresentou maior numero de macréfagos infectados, evidenciando menor eficicia
antiparasitaria, associada a alteracdes morfologicas discretas nos macrofagos (Figura 2-B). O
tratamento com PAR, ilustrado nas Figuras 2 C e D (150 e 10 uM, respectivamente), revelou
uma maior taxa de infecgdo com amastigotas intracelulares indicadas pelas setas, especialmente
na menor concentragdo, associada a presenga de prolongamentos citoplasmaticos.

Na associacdo GA+PAR, observou-se reducdo mais acentuada da taxa de macréfagos
infectados na concentragdo de 150 uM, acompanhada por alteragdes nas células, como o
aumento do volume nuclear indicado pela seta na Figura 2-E. Por outro lado, na concentragao
de 10 uM (Figura 2-F), verificou-se maior nimero de macrofagos infectados, evidenciando o
carater dose-dependente da agdo da terapia combinada. Em contraste, a miltefosina exibiu
elevada atividade antiparasitaria associada a citotoxicidade acentuada, evidenciada na Figura

2-G pela presenca de debris celulares indicados pela seta. Por fim, o Glucantime® apresentou
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reducdo parcial de macrdofagos infectados, com amastigotas residuais ainda indicadas pelas

setas nas Figuras 2-I e 2-J.

20pm _ ‘ 20 pm
{ L J ; p———

r 1

Figura 2. Analise morfoldgica de macrofagos RAW 264.7 infectados por amastigotas de Leishmania guyanensis apos
diferentes tratamentos. Macrofagos infectados tratados com acido galico (GA) a 150 uM (A) e 10 uM (B); sulfato de
paromomicina (PAR) a 150 uM (C) e 10 uM (D); combina¢do GA+PAR a 150 uM (E) e 10 uM (F); miltefosina a 24
uM (G) e 3 uM (H); Glucantime® a 100 uM (I) e 1 uM (J). O painel K representa o controle DMSO 1%, L o controle
infectado ndo tratado e M o controle ndo infectado.

Com relagdo aos parametros hematologicos dos voluntarios sadios, observa-se que, de
modo geral, a contagem total de leucocitos (WBC) permaneceu dentro da faixa de referéncia
estabelecida (4.000—10.000 células/mm?) para a maioria dos individuos, sendo identificada
apenas uma contagem discretamente reduzida no voluntario 6. As porcentagens de neutrofilos
segmentados mantiveram-se dentro dos valores de referéncia em todos os participantes. As
proporcdes de mondcitos foram predominantemente normais, apresentando baixa variabilidade
interindividual, enquanto as porcentagens de linfocitos demonstraram variabilidade moderada,
com alguns individuos exibindo valores acima ou abaixo da faixa de referéncia, um achado
comumente descrito em populacdes saudaveis [>>*¢] (Figura suplementar 1).

Esses resultados indicam a preservagdo da homeostase imunoldgica entre os

participantes do estudo, sem evidéncias de infec¢do aguda, processos inflamatorios ou
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disturbios hematologicos. Dessa forma, os dados sustentam a adequagdo dos voluntarios para a
realizacdo dos ensaios imunoldgicos subsequentes, minimizando a possibilidade de viés
hematoldgico basal nos resultados experimentais.

A resposta linfoproliferativa relativa foi avaliada nas condigdes GA, PAR, GA+PAR ¢
na droga controle (Glucantime® — GLUC), sendo adotado o ponto de corte de 50% para
caracterizagdo de respostas proliferativas de maior magnitude. Todas as andlises foram

conduzidas de forma intraindividual, respeitando o delineamento pareado do estudo (Figura 3).
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Figura 3. Resposta linfoproliferativa relativa (%) de PBMCs estimuladas com acido galico (GA), paromomicina
(PAR), associagdo GA+PAR e droga controle (GLUC). Cada ponto representa um voluntario (n = 13), e a linha
tracejada indica o ponto de corte de 50% para defini¢do de maior magnitude proliferativa. As comparagdes
intraindividuais, realizadas pelo teste de Wilcoxon pareado, demonstraram diferengas significativas entre GLUC
e as condi¢des experimentais (GA: p = 0,0186; PAR: p = 0,0479; GA+PAR: p = 0,0161), indicando menor
intensidade proliferativa nas condi¢des testadas em relagdo ao controle.

A comparacdo intraindividual das respostas foi realizada por meio do teste de Wilcoxon
para amostras pareadas (Wilcoxon signed-rank test), apropriado para dados dependentes e com
distribuicao nao paramétrica. As analises demonstraram que as respostas obtidas nas condi¢des
AG, PAR e AG+PAR foram significativamente diferentes daquelas observadas para a droga
controle (GLUC), com valores de p iguais a 0.0186, 0.0479 e 0.0161, respectivamente.

De forma geral, os resultados indicam que, quando comparadas a droga controle, as
condi¢gdes experimentais apresentaram magnitude proliferativa inferior, tanto em termos de
distribuicao dos valores quanto na propor¢ao de individuos que ultrapassaram o ponto de corte
estabelecido. Esses achados refor¢am o papel da GLUC como referéncia maxima de resposta

proliferativa no presente ensaio.

49



A andlise de corelagdo de Spearman revelou perfis imunomodulatorios distintos entre
os tratamentos. Na condi¢do basal (CEL), observou-se um conjunto restrito de correlagdes
significativas. Entre elas, destacaram-se correlagdes positivas entre I1L-6/IL-10 e IL-6/TNF,
sugerindo co-regulagdo dessas citocinas em repouso. Também foram identificadas correlagdes
positivas entre IL-2/IFN-y, além de associacdo direta entre IL-2 e os pardmetros proliferativos,
indicando influéncia desse mediador na atividade basal de proliferacao (Figura 4).

O GA apresentou um perfil mais restrito, caracterizado por modulacao pontual de eixos
inflamatoérios, evidenciada na Figura 4 pela associagdo positiva entre TNF e IL-6, sem
correlacdo direta com a proliferagdo celular. A auséncia de associagcdes multiplas com o ensaio
de BrdU reforca essa interpretagdo, indicando que seu efeito regulador ndo esté relacionado a
um estimulo proliferativo direto. Esses achados estdo em consonancia com a literatura, que
descreve 0 GA como um imunomodulador seletivo, capaz de interferir em vias inflamatorias

centrais e reduzir mediadores como TNF-a e IL-6, sem induzir proliferacdo celular ['>%].
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Figura 4. Matrizes de correlagdo de Spearman entre citocinas, proliferagao celular e densidade optica do BrdU nas
diferentes condi¢des experimentais. As matrizes representam as correlagdes entre os niveis das citocinas IFN-y,
TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A e a densidade optica do BrdU, indicador de proliferagdo celular, nas
condigdes controle (CEL), estimulo com Glucantime® (GLUC), acido gélico (AG), sulfato de paromomicina
(PAR) e associagao acido galico + paromomicina (AG+PAR). As linhas indicam correlagdes significativas, sendo
a espessura proporcional a intensidade da correlagdo (fraca, moderada ou forte), enquanto as linhas tracejadas
representam correlagdes negativas. A auséncia de conexao indica correlagdes ndo significativas (p > 0,05).
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O tratamento com PAR exibiu um padrdo intermediario, identificando correlagdes
positivas entre IL-2 e [L-4, além de associagdes que também estavam presentes na condigdo
basal, como IL-10/IL-6 e TNF/IL-6. Pode-se observar ainda correlacdo entre IL-10 e a
proliferagdao celular, bem como correlagdo positiva entre IL-10 e a D.O. (nm) do BrdU,
indicando consisténcia no efeito desse mediador sobre atividade proliferativa (Figura 4). Este
achado esté alinhado com o papel descrito da IL-10 como um regulador central da expansao
linfocitaria e da limitagdo de respostas inflamatdrias exageradas em infecgdes parasitarias [**].

O tratamento combinado GA + PAR exibiu um perfil integrado, reunindo caracteristicas
observadas nos tratamentos isolados. Foram encontradas correlacdes positivas entre IL-6/IL-
10, TNF/IL-6, TNF/IL-10 e IL-17/IL-10, demonstradas na Figura 4, sugerindo possivel
sinergismo entre 0s compostos na organizacdo de vias pro-inflamatorias. Entretanto,
diferentemente dos demais tratamentos, ndo foram observadas correlagdes significativas
envolvendo varidveis relacionadas a proliferacdo celular, indicando que a combinagdo pode
modular vias inflamatdrias sem impactar diretamente os mecanismos proliferativos. Tal perfil
esta de acordo com estudos que descrevem esquemas combinatérios capazes de induzir efeitos
imunomoduladores sinérgicos, promovendo o controle da inflamacdo sem comprometer a
resposta efetora necessaria ao controle parasitario [*].

Por fim, o tratamento com GLUC induziu uma rede complexa de interagdes entre
citocinas pro-inflamatorias e regulatorias (IL-2, IL-6, IL-17, IL-10 e IFN-y), consistente com
seu efeito imunologico amplo (Figura 4). Além disso, foram identificadas correlagdes
significativas envolvendo a densidade optica do BrdU e varidveis de proliferagdo celular,
reforgcando a ideia de que o GLUC ¢ capaz de modular tanto vias inflamatorias quanto
mecanismos relacionados a multiplicagdo celular. Esses resultados estdo alinhados com estudos
que descrevem os antimoniais pentavalentes como indutores de uma resposta imune intensa e
pouco seletiva [*’].

Sumarizando, esses resultados indicam que a associagdo GA+PAR apresenta potencial
promissor como estratégia alternativa para a leishmaniose cutdnea, combinando a atividade
antileishmania eficaz em amastigotas com perfil imunomodulador mais equilibrado e menor
impacto citotoxico em comparacdo aos farmacos de referéncia. Esses achados reforcam a
relevancia de estudos futuros explorando ensaios com PBMCs de pacientes diagnosticados com
CL, os quais permitirdo avaliar a modulagdo da resposta imune em um contexto clinico
considerando o estado inflamatorio, a carga parasitdria e a heterogeneidade imunologica
caracteristica da doenca, contribuindo para a consolidacdo dessa associagdo como potencial

estratégia terapéutica adjuvante ou alternativa.
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4. CONCLUSION

Os resultados demonstram que o acido gélico e a combinagao GA+PAR, apresentaram
atividade antileishmania relevante (ICso de 11,4 ¢ 20,5 uM respectivamente), particularmente
sobre amastigotas intracelulares de Leishmania guyanensis nas duas maiores concentragdes
testadas apos 48 horas de exposi¢do. Embora a combinagdo terapéutica tenha exibido uma
discreta redu¢dao na viabilidade celular em macrofagos RAW 264.7, mostrou-se capaz de
ampliar a eficdcia antiparasitaria sem induzir respostas proliferativas ou inflamatorias
exacerbadas em PBMCs dos voluntarios, correlacionando citocinas pro-inflamatorias e
regulatorias (IL-6/IL-10, TNF/IL-6, TNF/IL-10, IL-17/IL-10), porém sem estimulo
proliferativo direto. Esses achados sustentam o potencial da associagdo GA+PAR como
estratégia terapéutica alternativa para a leishmaniose cutdnea. No entanto, a validagdo
translacional desses resultados requer a ampliagdo dos estudos imunolodgicos, especialmente
por meio de ensaios com PBMCs de pacientes diagnosticados com CL, a fim de elucidar o

impacto da terapia combinada em contextos imunoldgicos reais da doenca.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados do projeto mostraram que combinacdo AG + PAR possui potencial como
possivel novo farmaco para o tratamento da Leishmaniose cutanea, sugerindo o prosseguimento
do estudo com as seguintes etapas:

» Ampliar os estudos utilizando PBMCs de pacientes diagnosticados com leishmaniose
cutanea, a fim de confirmar os efeitos imunomoduladores da associagdo AG + PAR em um
contexto imunologico real da doenga;

» Investigar as vias celulares e moleculares envolvidas na agdo combinada AG + PAR,
incluindo a ativacdo e polarizacdo de macrofagos, bem como a modulagdo de mediadores
inflamatorios;

* Conduzir estudos experimentais em células 3D para andlise da eficdcia terapéutica,
toxicidade sistémica e perfil de seguranca da associacao GA + PAR;

e Explorar diferentes esquemas de dosagem, formulagdes e vias de administracdo, visando

maximizar a eficacia antiparasitaria € minimizar potenciais efeitos citotoxicos.
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Abstract

Cutaneous leishmaniasis remains a therapeutic challenge due to toxdcity, parasitic Te-
sistance, and limitations of comventional drugs, making combination therapy with natural
immunomodulatory compounds a promising strategy. This study evaluated the antileish-
mania, cytotorde, and immunomodulatory profile of the primary human immune re-
sponse in vitre of the combination of gallic acid (GA) and paromemydn sulfate (PAR). The
ICs values were determined in promastigotes and amastigotes of Leshwmanin (Viemia)
puyanensis and CCxp in EAW 264 7 macrophages. In parallel, PFBMCs from healthy volun-
teers (n=13) were stimulated for 72 h with GA, PAR, and GA+PAR or conirols, evaluating
Iymphoproliferation (BrdU) and cytokine producton (IL-2, IL-4, IL-§, IL-10, TINF, IFIN-y,
IL-174), followed by Spearman's correlation analysis. GA showed moderate activity
against promastigotes and high efficacy against intracellular amastigotes (ICx=11.4 pM),
as did GA+PAR (ICs=20.5 ubd), while PAR alone showed limited activity. Glucantime®
induced greater lymphoproliferation (61.5%) and a bread activation profile. GA preferen-
Hally modulated the TMF/IL-6 axis, PAR was assodated with IL-10, and GA+PAR exhib-
ited a balanced immune profile between proinflammatory and regulatory cytokines,
without direct proliferative stimulation. Together, GA+FPAF. demonsirated anifiparasitic
efficacy and a complementary immunomodulatory pattemn, reinfordng its potential as an
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é vista pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) como uma
das principais DTNs por seu grande impacto socioecondmico e por contribuir significativamente com a
discriminagdo das pessoas infectadas (ALVAR et al., 2012; LUNA e CAMPOS, 2020). Assim como outras
doencgas da pele, onde as lesGes surgem frequentemente em areas expostas do corpo, a LTA é
extremamente prejudicial a qualidade de vida dos pacientes, visto que aproximadamente 50% das lesdes da
infeccdo estdo localizadas na face, podendo acarretar consequéncias psicolégicas, tais como baixa
autoestima e depressao (KARIMKHANI, 2016; PACHECO et al.,2017).Com relagdo ao tratamento contra a
LTA preconizado pelo Ministério da saude, é baseado na utilizagdo de cinco medicamentos: os antimoniais
pentavalentes, a anfotericina B e sua formulagédo lipossémica, a mitelfosina, a paramomicina e a
pentamidina (SANTIGAGO et al., 2021). Por se tratar de medicamentos por via parenteral, de longa duragéo
e com alta toxicidade, esta realidade pode favorecer o abandono do tratamento, bem como, o surgimento de
cepas resistentes (TIWARI et al., 2018). Devido afetarem, principalmente, as pessoas de baixa renda, a
industria farmacéutica se opde
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a desenvolver medicamentos novos e potentes para o tratamento de doengas como a LTA (MITRA e
MASON, 2017). Para mudar esse cenario, os produtos naturais e fitoterapicos vém apresentando resultados
satisfatérios em experimentos e estdo sendo novos alvos para a busca de alternativas terapéuticas para o
tratamento da Leishmaniose cutanea (LC). Esta € uma pratica ja realizada em regides rurais onde existe
escassez de antimoniais nas unidades, obrigando os pacientes a optarem por utilizar de recursos naturais
ou praticas culturais na tentativa da cicatrizacao das lesées. Além do mais, os produtos naturais constituem
materiais sustentaveis e baratos (CARRILLO-BONILLA et al., 2014). A lausona (2-hidroxi-1,4- naftoquinona),
por exemplo, é uma quinona isolada da planta Henna (Lawsonia inermis) e € comumente utilizada para fins
cosméticos. Contudo, em estudo in vitro com amastigotas e promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis, a Lausona apresentou baixa toxicidade para macréfagos e maior producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO). Ademais, regulou positivamente a produgdo de citocinas, como interleucina- 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral (TNF; ) (MEIRA et al., 2023). A Libidibia ferrea, comumente conhecida como Juca,
também se mostrou promissora como tratamento alternativo para LC. Jensen (2020), observou que
bioativos derivados da L. ferrea apresentaram resultados antileishmania. Da mesma forma, Silva et al.
(2021), observaram que a Fragao Diclorometano obtida da L. ferrea desempenhou importante agdo indutora
da linfoproliferagdo.Dentre os compostos identificados da Fracdo Diclorometano, foi isolado o metil galato,
composto ja descrito na literatura por sua agdo imunomoduladora, a qual mostrou atividade frente ao
parasito Leishmania (L.) amazonensis. Em outro estudo, a Fragdo Diclorometano apresentou alta viabilidade
celular, aspecto bastante positivo diante da elevada toxicidade apresentada por outros produtos vegetais
(NOLETO et al.; JENSEN, 2020). Considerando o tratamento da LTA e os problemas relacionados a sua
eficacia, eventos adversos e sua disponibilidade em areas remotas, ha a necessidade da busca por novos
medicamentos (WEIGEL e ARMIJOS, 2001).

Hipotese: Este estudo pode potencialmente servir como base para aprimorar o diagndstico, atendimento,
acompanhamento e, sobretudo, o tratamento dos individuos afetados pela LC nos servigos publicos de
saude. As substancias provenientes de recursos naturais, como a quinona Lausona e metilgalato, sédo
grandes candidatas para tratamentos alternativos de algumas doencas, assim como a LTA, visto que se
mostram como uma opc¢ao de baixo custo, eficazes e com baixa toxicidade. Nesse sentido, acredita-se que
estas substancias podem apresentar atividade imunomoduladora e contribuir positivamente com o
tratamento de pacientes com
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LTA.

Metodologia Proposta: No presente estudo, os participantes serdo divididos em dois grupos distintos. O
Grupo 1 (Primoinfectados), que consiste em individuos recém diagnosticados com Leishmaniose Cutanea
(LC), sem tratamento prévio, provenientes da regido de Rio Preto da Eva - AM. Para este grupo, serdo
realizadas coletas de material biolégico, incluindo amostras de sangue e escarificagdo da lesdo, a fim de
obter informacgdes relevantes sobre a infecgdo. As amostras biolégicas (sangue e escarificagdo da leséo)
serdo oriundas de pacientes atendidos nas Unidades Basicas de Saude (UBS): Ednaide Lopes da Costa,
Maria de Lourdes da Costa Azevedo e Manoel Ruméao, do municipio de Rio Preto da EVA-AM. Por outro
lado, o Grupo 2 (Voluntarios sem LC) composto por voluntarios sem infecgéo por LC, residentes na area de
Manaus, que irdo ao laboratério parceiro de analises clinicas LabMaster Medical Center para exames de
rotina ou seguimento de saude. Neste grupo, irdo ser coletadas amostras de sangue para analises
comparativas, servindo de grupo controle para o estudo. Serdo incluidos na pesquisa voluntarios de dois
grupos: Primoinfectados com LTA sem tratamento prévio (n=38), e Voluntarios sem LC (n=38). Abaixo,
detalharemos os procedimentos realizados com ambos os grupos. O projeto se dara com a execucdo de
atividades em campo que envolve o deslocamento da equipe de pesquisadores até o municipio de Rio Preto
da Eva (AM) para prestar atendimento nas Unidades Basicas de Saude (UBS) de referéncia a populagao
infectada por leishmaniose Cutanea (LC) no municipio. Durante essa etapa, a equipe realizara atividades de
educacado em saude a respeito da doenga, nas recepgdes e salas de espera das respectivas unidades com
anuéncia da Secretaria Municipal de Rio Preto da Eva (Anexo A). Apoés cada atividade de educagao em
saude, sera feito um convite cordial a populacdo presente para participar voluntariamente de nossa
pesquisa. Os interessados em participar e que apresentarem lesdo cutanea suspeita da infecgcéo por
Leishmania spp., receberdo informagdes detalhadas sobre a pesquisa, destacando sua relevancia e os
procedimentos envolvidos. Sera explicado o objetivo do estudo, os métodos que serdo utilizados e os
potenciais beneficios para a comunidade. Além disso, os participantes terdo a oportunidade de esclarecer
quaisquer duvidas que possam surgir. Caso decidam participar da pesquisa sera solicitado que leiam e
compreendam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B). Este documento fornecera
informacgdes adicionais sobre os direitos do participante, os procedimentos da pesquisa e os potenciais
riscos envolvidos. Somente apds o entendimento completo e a concordancia voluntaria, o participante sera
convidado a assinar o TCLE,
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indicando seu consentimento para participar da pesquisa. Apés a assinatura do TCLE, os participantes
serdo submetidos a uma entrevista epidemiolégica (Anexo C). Este questionario coleta informagées sobre
uma variedade de fatores relevantes para o estudo. Isso inclui informagdes demograficas, histérico de
infecgcdo, conhecimento prévio sobre a Leishmaniose, histérico médico pessoal e outros fatores. Ao longo da
entrevista, os participantes terdo a oportunidade de compartilhar seus conhecimentos, experiéncias e
percepgdes, contribuindo para uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenga nesta comunidade. A
préxima etapa consiste na realizagao do exame de diagndstico da LC. O exame envolve a pesquisa direta
do parasito através da escarificagédo da leséo.

Critério de Inclusdo: Critérios de inclusdo dos individuos nos grupos de pacientes com LC- Grupo 1):
Individuos de dezoito a 59 anos de idade, independente de sexo e orientagdo sexual, independente de
cor/raga, independe de etnia, que aceite participar do projeto e assine o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), e ser portador de Leishmaniose Cutanea causada por Leishmania spp., conforme os
critérios clinicos e parasitolégicos especificados a seguir: ¢ Individuos com casos confirmados de
Leishmaniose Cutanea (LC); ¢ Individuos sem tratamento anterior para a infecgédo por Leishmania spp.; ¢
Apresentacao clinica compativel com LC em atividade. Aspectos parasitolégicos, raspado cutaneo sera
coletado apenas uma vez(e distribuido em duas laminas, uma para diagnéstico (UBS) e outra para
caracterizagdo das espécies no laboratério de leishmaniose e doenga de chagas- INPA. ; Visualizagéo de
amastigotas de Leishmania sp. no exame direto, e/ou; ¢ Visualizagdo de promastigotas de Leishmania sp.
na cultura.

Critérios de inclusdo dos individuos do Grupo 2 ; Individuo independente de sexo e/ou orientagdo sexual,
de dezoito a 59 anos de idade, que ndo apresentem manifestagdes clinicas de desenvolvimento de lesées
causadas por Leishmania; ndo ter frequentado areas endémicas de leishmaniose tegumentar nos ultimos
quinze dias anteriores; individuo que aceite participar do projeto e assine Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Critério de Exclusao: Critérios de exclusdo dos individuos nos grupos de pacientes com LC- Grupo 1) ¢

Gestantes. ; Diagnéstico conhecido de infecgao por HIV ou outras imunodeficiéncias ou uso de
imunossupressores; ; Comorbidades como Diabetes; ; Diagnéstico conhecido de doengas autoimunes.
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Critérios de exclusdo dos individuos do Grupo 2: Exclusdo: Gestantes. Diagnéstico conhecido de infecgcao
por HIV ou outras imunodeficiéncias ou uso de imunossupressores; Comorbidades como Diabetes;
Diagnéstico conhecido de doengas autoimunes;

Tamanho da Amostra: 76 participantes

De acordo com o Cronograma de Execucéo, a coleta de dados através do atendimento presencial na UBS
em Rio Preto da Eva ocorrera no periodo de 01/10/2024 a 30/01/2025. Orgamento Financeiro prevé um
custo de R$ R$ 24.482,28, e sera financiada pela Fundagado de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas
- FAPEAM.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o pesquisador principal n o documento
PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_2342315.pdf19/08/2024 17:14:40, os objetivos do estudo
sdo:

Objetivo Primario: Este trabalho tem como objetivo elucidar a atividade imunomodulatéria in vitro em
resposta a quinona Lausona e metil-galato com PBMCs de pacientes com LC e espécies de Leishmania
spp. prevalentes no Amazonas, a fim de entender o potencial terapéutico destes bioativos em relagédo a sua
atividade antileishmania

Objetivo Secundario:

- Avaliar o potencial linfoproliferativo e produgéo de citocinas (IFN-y, IL-12, IL-1b, IL-10 e IL-4) induzidas pelo
metil-galato e 2-Hidroxi-1,4 Naftoquinona em PBMCs de paciente com leishmaniose cutanea;

- Investigar a resposta imune celular in vitro a partir de antigenos soltiveis de Leishmania (V.) guyanensis de
pacientes com leishmaniose;

- Caracterizar a nivel de espécie as cepas isoladas de pacientes com LC residentes em Rio Preto da Eva,
AM.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Riscos Grupo 1 (Primoinfectados): Durante a coleta de sangue, o voluntario podera sentir dor
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ou desconforto no momento da pungao com a agulha. Além disso, é possivel que sinta uma leve pressado na
area onde o sangue esta sendo coletado. Apds o procedimento, podera notar um leve formigamento ou
sensacgdo de peso no brago, o que é comum e tende a desaparecer rapidamente. Em alguns casos, pode
ocorrer uma pequena mancha roxa no local onde a agulha foi inserida, mas isso geralmente desaparece em
poucos dias. Em vista da seguranca dos voluntarios e também da coleta, verificaremos os sinais vitais de
cada um deles como: pressao arterial, temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria, verificando se o
mesmo encontra-se em condi¢cdes, antes de comecarmos a coleta. Sera realizado também um
procedimento chamado ;escarificagdo; da lesdo. As lesGes cutaneas serdo escarificadas usando uma
técnica estéril, com bisturi para fazer uma raspagem nas bordas da lesdo, permitindo a coleta de amostras
de tecido para analise posterior. Apés a escarificagdo, amostras do tecido da lesdo séo coletadas. Isso pode
ser feito raspando suavemente a area escarificada com uma espatula estéril ou coletando fluido ou exsudato
da lesdo. O procedimento é rapido e seguro, mas pode desencadear um pequeno sangramento na lesao,
que rapidamente se estanca.

Riscos Grupo 2 (Voluntarios sem LC): Durante a coleta de sangue, o voluntario podera sentir dor ou
desconforto no momento da pungéo com a agulha. Além disso, é possivel que sinta uma leve pressdo na
area onde o sangue esta sendo coletado. Apds o procedimento, podera notar um leve formigamento ou
sensacgdo de peso no brago, o que € comum e tende a desaparecer rapidamente. Em alguns casos, pode
ocorrer uma pequena mancha roxa no local onde a agulha foi inserida, mas isso geralmente desaparece em
poucos dias.

Risco para a equipe: Quanto aos riscos para equipe de pesquisadores, sdo quanto ao manuseio de
materiais perfurocortantes, porém o desempenho da técnica na sala de procedimentos da UBS favorece um
espaco adequado, e os membros da equipe responsaveis pela coleta estardo devidamente paramentados
com equipamentos protecdo individual- EPI;s (luvas, touca, jaleco descartavel, mascara e 6culos).

Beneficios: Em vista da seguranca dos voluntarios e também da coleta, verificaremos os sinais vitais de
cada um deles como: pressao arterial, temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria, verificando se o
mesmo encontra-se em condi¢des, antes de comegarmos a coleta. Para minimizar esses riscos, serao
tomadas todas as precaugdes e cuidados necessarios para garantir a seguranga do paciente e da equipe
durante os procedimentos, tanto da coleta
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sanguinea quanto da escarificagdo da lesdo de Leishmaniose Cutanea (LC). Os procedimentos serdo
realizados de forma a minimizar riscos de infeccdo por microrganismos e desconfortos ao paciente, em
conformidade com as recomendagdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2017). Para minimizar os riscos
psicossociais, os membros da equipe que executara esta etapa serdo previamente treinados pela
pesquisadora responsavel, a qual é enfermeira com vasta experiéncia nestes tipos de procedimentos. Os
voluntarios serdo orientados a evitar o carregamento de peso imediatamente apos a coleta. A escarificagédo
da lesao, realizada por profissional habilitado, sera conduzida de maneira menos traumatica, respeitando o
tempo e o conforto do paciente. Beneficios para os dois grupos sera a educagdo em saude, informagdes
sobre a LC que por ser uma DTN impacta o individuo de forma biopsicossocial. Além disso, essa pesquisa
contribuira para a compreensao de aspectos clinicos e imunolégicos relacionados ao tratamento e
cicatrizacdo das lesdes da LC. Essa contribuigdo favorece futuras abordagens terapéuticas com menos
efeitos colaterais e adversos, de facil aplicagdo e menor tempo de tratamento, visando a redugéo do
abandono ao tratamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa, cuja a instituicdo proponente é a Universidade Federal do Amazonas, e
tem como responsavel principal Mayara Arguello da Silva, e os pesquisadores assistentes Antonia Maria
Ramos Franco, José Fernando Marques Barcellos, Rebecca Sayuri Barbosa Hanada, Rafaela Benicio
Santana e Erika Oliveira da Silva, todas do Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Béasica e Aplicada
da Universidade Federal do Amazonas. O projeto de pesquisa trata-se da dissertagdo de mestrado da
responsavel principal, que tem como orientador o Prof. Dr. José Fernando Marques Barcellos. A folha de
rosto foi assinada pela pesquisadora responsavel, Mayara Arguello da Silva e pelo coordenador do
PPGIBA/UFAM, o Prof. Dr. Allyson Guimaraes da Costa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
FOLHA DE ROSTO: ADEQUADA. Apresentado no documento Folhaderostocep.pdf26/06/2024 11:42:41

TCLE: ADEQUADO. Apresentado nos documentos TCLECONTROLENEGATIVO.pdf19/08/2024 16:57:55 e
TCLEPRIMOINFECTADO.pdf19/08/2024 16:57:32

TERMO DE ANUENCIA: ADEQUADO. Apresentado nos documentos anuenciasemdariopreto.pdf
20/06/2024 12:36:38, declaracaooufamlabhistologia.pdf17/05/202417:09:27, SElufamlabimuno.
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pdf20/06/2024 12:34:11, cosas.pdf17/05/2024 17:12:25, anuencialabmaster.pdf 20/06/2024 12:37:39 e
nuencialableish.pdf20/06/2024 12:38:14

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL: ADEQUADO. Apresentado no
documento declaracaoopesquisadores.pdf17/05/2024 17:04:08 e
Declaracaopesquisadorprincipalassinado.pdf26/06/2024 12:32:52

Recomendacoes:

Este CEP analisa os aspectos éticos da pesquisa com base nas Resolugdes 466/2012-CNS, 510/2016-CNS
e outras complementares. A aprovagao do protocolo neste Comité NAO SOBREPOE eventuais restricdes ao
inicio da pesquisa estabelecidas pelas autoridades competentes, devido a pandemia de COVID-19. O
pesquisador (a) deve analisar a pertinéncia do inicio, segundo regras de sua instituicdo ou
instituicdes/autoridades sanitarias locais, municipais, estaduais ou federais.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O comité de ética da UFAM analisou o presente a emenda e entendeu que a mesma esta dentro das
normas do comité e das normas vigentes do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude estando o
mesmo APROVADO, lembrando ao pesquisador principal da obrigatoriedade de cumprir o cronograma e o
envio do relatério final na data prevista. Caso a pesquisa ndo seja concluida no prazo estipulado, o
pesquisador deve enviar o relatério parcial.

O(A) pesquisador(a) deve enviar por Notificagdo os relatérios parciais e final. (item Xl.d. da Res 466/2012-
CNS), por meio da Plataforma Brasil e manter seu cronograma atualizado, solicitando por Emenda eventuais
alteragdes antes da finalizagéo do prazo incialmente previsto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este CEP analisa os aspectos éticos da pesquisa com base nas Resolugdes 466/2012-CNS, 510/2016-CNS
e outras complementares. A aprovacgdo do protocolo neste Comité NAO SOBREPOE eventuais restricdes ao
inicio da pesquisa estabelecidas pelas autoridades competentes, devido a pandemia de COVID-19. O
pesquisador (a) deve analisar a pertinéncia do inicio, segundo regras de sua instituicdo ou
instituicdes/autoridades sanitarias locais, municipais, estaduais ou federais.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/08/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2342315.pdf 17:14:40
Outros RECURSOFAPEAM.pdf 19/08/2024 | Mayara Arguello da Aceito

17:13:10__|Silva
Qutros CartaRespostaCEP.pdf 19/08/2024 | Mayara Arguello da Aceito
17:10:29 [Silva
Brochura Pesquisa |BrochuraATUALIZADA.pdf 19/08/2024 | Mayara Arguello da Aceito
16:59:50 [ Silva
Projeto Detalhado / |PROJETODETALHADO.pdf 19/08/2024 |Mayara Arguello da Aceito
Brochura 16:59:06 |Silva
Investigador
TCLE / Termos de |TCLECONTROLENEGATIVO.pdf 19/08/2024 | Mayara Arguello da Aceito
Assentimento / 16:57:55 |[Silva
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLEPRIMOINFECTADO.pdf 19/08/2024 | Mayara Arguello da Aceito
Assentimento / 16:57:32 [ Silva
Justificativa de
Auséncia
Qutros Declaracaopesquisadorprincipalassinad | 05/08/2024 |Mayara Arguello da Aceito
o.pdf 18:34:59 | Silva
Outros declaracaoressarcimento.pdf 26/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:01:32 _[Silva
QOutros declaracaofapeam.pdf 26/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
11:56:58 [ Silva
Folha de Rosto Folhaderostocep.pdf 26/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
11:42:41 _[Silva
QOutros DeclaracaovinculoMay.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
13:28:03 | Silva
QOutros declaracaocoordenadoraprojetofinaceiro 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
pdf 13:26:58 | Silva
Qutros anuencialableish.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:38:14 [ Silva
Qutros anuencialabmaster.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:37:39 _ [Silva
Outros anuenciasemdariopreto.pdf 20/06/2024 | Mayara Arguello da Aceito
12:36:38 [ Silva
Declaragéo de SElufamlabimuno.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
Instituicéo e 12:34:11 | Silva
Infraestrutura
Qutros CorenMay.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:32:33 [ Silva
Outros retornodosbeneficiosaosparticipantes.pd| 20/06/2024 | Mayara Arguello da Aceito
f 12:29:24 [ Silva
Cronograma cronogramaCEP.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:26:18 [Silva
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Orgamento orcamento.pdf 20/06/2024 |Mayara Arguello da Aceito
12:23:15 [ Silva

Declaragéo de cosas.pdf 17/05/2024 | Mayara Arguello da Aceito

Instituicéo e 17:12:25 |Silva

Infraestrutura

Declaragéo de declaracaooufamlabhistologia.pdf 17/05/2024 | Mayara Arguello da Aceito

Instituicéo e 17:09:27 |Silva

Infraestrutura

Declaragéo de biobancolableish.pdf 17/05/2024 | Mayara Arguello da Aceito

Manuseio Material 17:07:36 [ Silva

Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaracéo de declaracaoopesquisadores.pdf 17/05/2024 |Mayara Arguello da Aceito

Pesquisadores 17:04:08 |[Silva

Declaragéo de materialbiologico.pdf 17/05/2024 | Mayara Arguello da Aceito

Manuseio Material 16:55:46 | Silva

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

MANAUS, 12 de Setembro de 2024

Assinado por:
Eliana Maria Pereira da Fonseca

(Coordenador(a))
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592 Congresso da SBMT * Sdo Paulo | SP

Medicina Tropical sob olhar de Satde Unica

setembro 2024

Certificamos que o trabalho intitulado

Avaliacao in vitro da atividade antileishmania e citotéoxica do metil galato associado aos
tratamentos convencionais da Leishmaniose tegumentar

de autoria de Rebecca Sayuri Barbosa Hanada, Bruno Bezerra Jensen, Richaelly Pinheiro dos
Santos, Paula Figliuolo da Cruz Borges, Juliana Maria de Morais, Antonia Maria Ramos Franco foi
apresentado por Rebecca Sayuri Barbosa Hanada no 59° MEDTROP - Congresso da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, realizado no Centro de Conveng¢des Reboucas, de 22 a 25 de
setembro de 2024, na forma de apresentagdo E-poster.

Sao Paulo, 25 de setembro de 2024.

Para venficar a autenticidade deste certificado acesse: validacertificados.iweventos.com.br e use o codigo: 66720f47¢c5

Prof. Dr. Marcus Vinicius Lacerda
Coordenador da Comissao Cientifica
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Profa. Dra. Hiro Goto Rosalia Morais Torres
Presidente do MEDTROP 2024 Presidente SBMT
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Certificamos que o trabalho intitulado “Efeitos imunomoduladores da
combinacgéo entre acido galico e sulfato de paromomicina em PBMCs na
Leishmaniose Tegumentar’, cujos autores sdo: Rebecca Sayuri Barbosa
Hanada, Juliana Cavalcante de Araujo, Lais Gomes da Silva, José Fernando
Marques Barcellos, Bruno Bezerra Jensen, Mayara Arguello da Silva, Rafaela
Benicio Santana, Juliana Maria de Morais, Afranio de Lima Carvalho, Paula
Figliuolo da Cruz Borges, Francimeire Gomes Pinheiro, Estefanny Souza de
Sa, Marcella Jales Cavalcante, Sandra Tuye Velaca, Fabiane de Souza
Tapajo Viana, Antonia Maria Ramos Franco Pereira, foi APRESENTADO na
modalidade E-péster, no 60° Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical - MEDTROP 2025, realizado no periodo de 02 a 05 de
novembro de 2025, no Centro de Convengdes de Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil.

Jodo Pessoa/PB, 05 de novembro de 2025.

Para verificar a autenticidade deste certificado acesse https.//validacertificados.iweventos.com.br e use o codigo: 4571b5e66e
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Certificamos que o trabalho intitulado “AVALIAGAO DO POTENCIAL
ANTILEISHMANIA DO ACIDO GALICO E SEUS EFEITOS COMBINADOS
COM SULFATO DE PAROMOMICINA EM Leishmania guyanensis”, cujos
B autores sdo: Juliana Cavalcante de Araujo, Rebecca Sayuri Barbosa Hanada,
" ED Antonia Maria Ramos Franco Pereira, Lails Gomes da Silva, Marcella Jales
Cavalcante, Fabiane de Souza Tapajés Viana, Sandra Tuye Velaca, Estefanny

g

Congresso da SBIT ¢ oo Fassoa » urniba Souza de S4, Paulo Ricardo Silva do Nascimento, Mayara Arguello da Silva,

&< 02005 ds novembro ds 2025

Rafaela Benicio Santana, Paula Figliuolo da Cruz Borges, Francimeire Gomes
Pinheiro, Bruno Bezerra Jensen, foi APRESENTADO na modalidade E-péster,
no 60° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical —
MEDTROP 2025, realizado no periodo de 02 a 05 de novembro de 2025, no
Centro de Convencgdes de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Jodo Pessoa/PB, 05 de novembro de 2025.
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