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RESUMO

A leishmaniose Tegumentar € uma doenca infecciosa ndo contagiosa, considerada pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) como uma doenca tropical negligenciada (DTN). A
escassez de investimentos em pesquisas cientificas e de inovagdo para esta doenca ainda
permeiam a sociedade. A Terapéutica preconizada envolve o uso dos antimoniais pentavalentes
(Sb®"), embora diversos efeitos adversos graves sejam relacionados. Além disso, A
compreensdo da patogénese da leishmaniose ainda representa um grande desafio devido a
diversidade de vetores e espécies do parasito envolvidas no processo infeccioso. Nesse
sentindo, o conhecimento da interacdo celular frente a esses agentes e o entendimento dos
mediadores imunoldgicos envolvidos na infeccdo, sdo fundamentais para desenvolvimento de
novos métodos terapéuticos. Desse modo, esse trabalho teve como objetivo avaliar a
linfoproliferagéo e producéo de citocinas do sobrenadante de culturas de PBMC estimuladas
por bioativos e antigenos sollveis de Leishmania (SLA) por meio de ensaios in vitro. A
linfoproliferacdo foi avaliada frente a estimulos de bioativos obtidos da Libidibia férrea, o
Extrato Metanoélico (LFME) (600 pg/mL), e a fragdo diclorometanica (DCM), assim como
frente a complexo de cobre (281,4 pg/mL), Glucantime® (100 pg/mL), SLA de L. amazonensis
(100 pg/mL), SLA de L. guyanensis (100 ug/mL) ¢ Phytohemagglutinin - PHA (10 ug/mL)
utilizando BrdU Cell Proliferation ELISA Kit apds 72h de incubacdo. A quantificacdo das
citocinas IL-6, IL-8 e IL-1b foi realizada por BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. Os resultados demonstraram que 0s bioativos avaliados podem
potencializar o sistema imune, podendo ser candidatos futuros a tratamentos alternativos ou
utilizados como terapia combinada. Quanto aos antigenos sollveis de leishmania, ambos
induziram forte linfoproliferacdo e aumento dos niveis de citocinas inflamatorias, porém

significancia estatistica s6 houve frente ao antigeno solGvel de Leishmania guyanensis.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana; Resposta imune celular; Citocinas;

Tratamento alternativo; Antigenos sollveis de leishmania



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a non-contagious infectious disease, considered by the World
Health Organization (WHO) as a neglected tropical disease (NTD). and even investments in
scientific research and innovation for this disease affect society. Therapeutics involves the use
of pentavalent antimonials (Sb°*), although several adverse effects are related. Furthermore,
understanding the pathogenesis of leishmaniasis still represents a great challenge due to the
diversity of vectors and species of the parasite involved in the infectious process. In this sense,
the knowledge of the interaction with these agents and the understanding of the immunological
mediators involved in the action are fundamental for the development of new therapeutic
methods. Thus, this work aimed to evaluate the lymphoproliferation and production of
cytoprokines from the supernatant of PBMC cultures stimulated by bioactives and soluble
Leishmania stimulants (SLA) through in vitro assays. The lymph4 complex front against
bioactive stimuli obtained from Libidibition Ferre, the LF, ugmL complex front, and the
attribution to copper/something (281 pgmL), Glucantime® (100 pg/mL), L. amazonensis SLA
(100 pg/mL), L. guyanensis SLA (100 pg/mL) and Phytohemagglutinin - PHA (10 pg/mL)
using the BrdU Cell Proliferation ELISA Kit after 72h incubation. The quantification of IL-6,
IL-8 and IL-1b cytokines was performed by BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. The results can be used as a combination therapy. As for the
antigens, both soluble Leishmania induced strong lymphoproliferation and increased levels of
inflammatory cytokines, but there was only an increase in significance against the soluble
Leishmania guyanensis.

Keywords: American Cutaneous Leishmaniasis; Cellular immune response; cytokines;

Alternative treatment
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) referem-se a um grupo de patologias
crénicas debilitantes e, muitas vezes, estigmatizantes que afetam, principalmente, os menos
favorecidos, que vivem em areas remotas de ambientes urbanos e rurais tendo como principal
caracteristica a marca da pobreza, a desnutricdo, o subdesenvolvimento e baixa imunidade
(KOBETS et al., 2012; SOUZA, 2014; ROSARIO et al., 2017). Essas doencas foram elencadas
em um grupo de 20 DTN e afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo, principalmente
pacientes suscetiveis a maior vulnerabilidade social, estando as prevalentes na América Latina
e pelo menos seis destas no Brasil, dentre elas as Leishmanioses, cujos agentes etioldgicos sao
protozoarios do género Leishmania (WHO,2021; NASSER et al.,2017).

No Brasil, foram descritas sete espécies causadoras da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés
principais espécies sao: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais
recentemente, as espeécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi e L. (V.) shawi que
foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017). Essas espécies
destacam-se por sua ampla distribuicdo e ocorrem em todos os Estados da Federagédo. Desses,
o Estado do Para é o mais afetado, seguido pelo Amazonas, onde somente no ano de 2020, teve
1.563 novos casos notificados, destacando-se com as mais altas taxas de transmissdo 0s
municipios de Manaus (621 casos), Presidente Figueiredo (226 casos) e Rio Preto da Eva (221
casos) (TANURE et al.,2020; SINAN, 2021).

Devido a diversidade de espécies de Leishmania, de vetores e reservatérios, a doenca
apresenta particularidades no que diz respeito as manifestacdes clinicas e até mesmo a resposta
terapéutica (BRASIL,2017). No que tange os aspectos clinicos, a leishmaniose cutanea (LC) é
caracterizada por lesdes unicas ou multiplas, ulceradas na pele com bordas bem delimitadas,
sendo compreendida como a forma classica da LTA (CARDOSO, 2015). Classificada pelo
Ministério da Saude (2017) em cutanea localizada (LCL), cutanea disseminada (LD), recidiva
cutis (LCC) e cutanea difusa (LCD).

Com relacdo aos aspectos imunolégicos, embora em humanos a resposta imune ainda
ndo seja bem caracterizada, como € em camundongos, sabe-se que a diferenca entre
susceptibilidade e resisténcia envolve uma rede de cooperacao entre citocinas, moléculas co-
estimulatorias, nivel de expansdo de células T e relacdo parasito-hospedeiro (REIS et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2021) Nesse sentido, em resposta ao parasito, as células T CD4" auxiliares

podem se diferenciar em subpopulacdes de células efetoras que produzem distintos grupos de
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citocinas. A expressdo da citocina IL-12 direciona o perfil Thl, relacionado a inflamacéo
através da producdo de citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, que sdo cruciais para resisténcia
ao parasito. Por outro lado, as citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 que sdo caracteristicas de Th2
sdo associadas a progressao da doenca (BABALOO et al., 2020; GHOS et al., 2020).

Entretanto, apesar de ser relacionado ao perfil Thl a protecdo contra a infecgéo, a cura
da Leishmaniose é um processo dindmico que envolve interacfes entre seus componentes, para
manutencdo da homeostase do organismo. Pois quando ndo modulado, pode promover o
desenvolvimento de formas crénicas e mais graves da doenca (LAKHAL-NAOUAR,2015;
ESPIR et al., 2014).

Quanto ao protocolo terapéutico, 0s antimoniais pentavalentes, o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sodio (Pentostam®) compdem a primeira
linha. Dentre os de segunda linha, inclui-se a anfotericina B, a pentamidina, a miltefosina e a
pentoxifilina. Entretanto, o Ministério da satde (MS) passou a considerar as formas clinicas, a
espécie envolvida e a disponibilidade de medicamentos para indica¢do do farmaco (BRASIL,
2017). Apesar destes apresentarem resultados satisfatorios, a maioria destes farmacos sao
administrados via parenteral, com aplicacdo dolorosa e prolongada, o que favorece a baixa
adesdo, abandono ao tratamento e consequentemente o aparecimento de cepas resistentes.
Somado a esses fatores, associado a toxicidade, estas drogas também podem ocasionar efeitos
colaterais e adversos graves, como problemas renais, hepaticos, pancreaticos e cardiacos
(BRASIL, 2017; ULIANA et al., 2018).

Dada a problematica, véarios pesquisadores vém buscando ao longo do tempo
tratamentos alternativos para a LTA, que proporcionem melhor adesdo e que tenham baixa
toxicidade. A cerca disso, os produtos naturais vém sendo considerados pela OMS como
prioridade, por presentam uma fonte importante de novas moléculas bioativas com potencial
farmacéutico (WHO,2011). Nesse contexto, a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.), planta utilizada
na medicina popular brasileira, vem sendo apontada como espécie vegetal de interesse
terapéutico por demonstrarem diversas propriedades medicinais, como atividade
hipoglicémica, antiproliferativa em células de cancer colorretal, atividade cicatrizante,
atividade antileishmania, entre outros (ALMEIDA et al.,2021).

Outra possibilidade sdo os ions metalicos, que desempenham varias funcées bioldgicas,
sendo essencial para homeostase humana. Além das funcdes biologicas, 0s metais tem sido
estudados quanto a sua atividade antileishmania, onde apresentou resultados promissores e com
baixa toxicidade (CAHGAS et al.,2021). Através da aplicacdo da quimica de coordenacé&o,

Gandin et al., (2014) demonstraram que a regulacdo adequada dos niveis de Cu(l) associado a
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natureza do ligante, possibilita o0 melhor direcionamento, equilibrio e transporte do metal de
maneira estavel para as células.

Assim, sendo a leishmaniose uma doenca multifacetada e considerando as limitacdes
existentes quanto ao tratamento e necessidade de melhor compreender a dinamica entre parasito
e hospedeiro, 0 presente projeto teve como objetivo analisar bioativos frente a PBMCs de
pacientes com LC in vitro bem como, avaliar a linfoproliferacdo e dosagem de citocinas frente
a antigenos soluveis de leishmania (SLA), afim de fornecer subsidios para novas estratégias

para o tratamento e compreensdo da doenca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve histérico da Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca que acompanha a humanidade desde a antiguidade,
havendo relatos e descri¢Bes na literatura desde o século | d.C. (LAINSON, 1997; CAMARGO
e BARSINK, 2003). Na América do Sul, foram encontradas ceramicas pré-colombianas,
datadas de 400 a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, onde continham caracteristicas de
deformidades de labios e narizes [Figura 1]. Outro registro historico importante foi mimias
com lesdes de pele e mucosas, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como leishmaniose
cutanea-mucosa (LAISON E SHAW, 1988). Séculos depois, missionarios espanhois, do século
XVI, escreveram sobre o “mal do nariz” que acometia os povos situados nos vales quentes do

Peru (LAINSON et al., 1988).

Figura 1- Pecas de ceramicas pré-colombianas (400 a 900 anos d.C.) retratando as lesbes de
leishmaniose cutaneo-mucosa.

Fonte: www.dbbm.fiocruz.br

No Brasil, os primeiros relatos de leishmaniose foram de Moreira e Cerqueira que, em
1885, descreveram lesdes cutaneas idénticas ao botdo do oriente. Em 1908, durante a
construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, em S&o Paulo, ocorreram numerosos casos
da doenga, principalmente na cidade de Bauru, tornando-a conhecida como Ulcera-de-Bauru
(SILVA, 2009). Ja em 1909 a Leishmaniose foi identificada como problema sanitario grave,
onde a doenca irrompeu em &reas consideradas livres da doenca, em fungdo de mudangas

ambientais, migraces humanas e crescimento urbano caético (BENCHMOL et al., 2019).
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2.2 Estigmatizacéo social pela Leishmaniose

Na literatura, o estigma é descrito como a manifestacdo de atitudes discriminatorias
contra aqueles que apresentam caracteristicas diferentes, relacionando-se ainda com a
concepgdo do “préximo”, assim como ao “eu” (WAILOO, 2006). Goffman (1963), define
estigma como: “O fendmeno pelo qual um individuo com um atributo profundamente
desacreditado por sua sociedade é rejeitado como resultado do atributo. Nesse contexto, muitas
doencas vém ocasionando estigmatizacdo, a exemplo destas as DTN, que além de causarem
danos fisicos, cognitivos e socioecondmicos, também sdo consideradas causadoras de grande
estiga social, pelo agravamento das lesGes com danos irreversiveis, podendo levar a exclusdo
social, baixa autoestima e afetar a qualidade de vida dos acometidos (MACKEY et al., 2014;
GOMEZ et al., 2020).

O estudo de Reithinger et al. (2005), realizado por meio de entrevistas com 360 pessoas,
em cinco distritos de Cabul, Afeganistdo, demonstrou que a populacdo local excluia da vida
comunitaria as pessoas acometidas por leishmaniose cutanea. Isso ocorreu diante das crencas
sociais afegds sobre a doenca, como por exemplo a transmissdo por contato fisico pessoa a
pessoa [n = 86] ou por meio do compartilhnamento de refei¢bes e utensilios domésticos [n = 26].

Outro estudo que corrobora com este achado foi 0 de Gémez et al. (2020), que através
do uso de questiondrio com numero amostral de 92 pacientes, observaram que 25,5% das
pessoas acometidas pela leishmaniose relataram sofrimento psicoldgico por ser portador da LC.
Dentre os fatores sociais que mais afetam a vida do paciente com LC, a combinacdo dos
sintomas e sentimentos (VARES et al., 2013; RANAWAKA et al., 2014), e o convivio
interpessoal no meio profissional e escolar foram descritos como os mais afetados (TOLEDO
etal., 2013).

Desse modo, embora a leishmaniose cutanea raramente evolua para 6bito, produz um
impacto negativo na vida cotidiana, com consequéncias psicoldgicas e sociais que afetam a
qualidade de vida do individuo afetado, sendo também aspectos motivadores para procura de
remédios caseiros (BEDOYA et al.,2017; NEVES et al.,2019).

2.3 Aspectos gerais da Leishmaniose
A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-parasitaria, ndo

contagiosa, causada por diferentes protozoarios do género Leishmania, que pertencem a ordem

Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae que afeta cerca de 12 milhdes de pessoas em cerca
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de 98 paises (NEVES, 2016; IKEOGU et al., 2020). Os vetores transmissores da infeccdo ao
homem sdo fémeas de flebotomineos, insetos hematéfagos da ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Plhebotomine, género Lutzomyia e Plhebotomus. Estes sdo conhecidos
popularmente como mosquito-palha, cangalhinha ou birigui (GALATI et al., 2017).

Sua epidemiologia esta relacionada a fatores ambientais e comportamentais podendo
ocorrer tanto no ambiente silvestre como urbano. A maioria das infeccbes ocorrem
principalmente como zoonoses entre animais silvestres, geralmente roedores, sendo 0 homem
um hospedeiro acidental. Todavia, os ciclos de transmissdo variam de acordo com a regido
geogréfica e envolvem uma diversidade de espécies de parasito, vetores e hospedeiros
considerados reservatorios naturais (RIBEIRO; MORAES; KATAGIRI,2018; BRASIL, 2017).

Durante seu ciclo de vida, a Leishmania apresenta dois estagios distintos: as formas
promastigotas e as formas amastigotas. As formas amastigotas sao encontradas nos hospedeiros
vertebrados parasitando células do sistema fagocitico mononuclear especialmente em
macrdfagos dos hospedeiros mamiferos, possuindo formato arredondado sem flagelo livre; e as
formas promastigotas sdo formas extracelulares, flageladas e moveis, encontradas no tubo
digestivo dos insetos vetores (TEIXEIRA et al., 2013; GULL, 2017).

Ap0s o0 contagio a evolucdo clinica pode apresentar diferentes caracteristicas clinicas,
patoldgicas e imunoldgicas, sendo a LC a forma mais prevalente, acometendo principalmente
as areas mais expostas, como membros superiores, membros inferiores e face (BRASIL,2017;
GUIMARAES et al.,2016). As diferentes formas clinicas, dependem da espécie de Leishmania
envolvida e da relacdo do parasito com seu hospedeiro. Classicamente apresenta-se sob duas
formas: leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa, que podem apresentar diferentes
manifestagdes clinicas e exibir polimorfismo, com espectro de gravidade dos sinais e sintomas
varidvel. (BRASIL, 2017). O Ministério da Saude (2017) classificaa LC em:

v' Forma Localizada: A lesdo é geralmente do tipo Ulcera, com tendéncia a cura
espontanea e apresenta boa resposta ao tratamento, podendo ser Gnica ou multipla. A
lesdo é geralmente do tipo Ulcera, com tendéncia a cura espontanea e apresenta boa

resposta ao tratamento, podendo ser Unica ou multipla [Figura 2 A];

v' Forma disseminada: mudltiplas lesGes papulares, de aparéncia acneiforme que
acometem Vvarios segmentos corporais envolvendo com frequéncia a face e o tronco
[Figura 2 B];
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v Forma recidiva cutis: caracteriza-se por ativacao da lesdo nas bordas, apds cicatrizacéo
da lesdo, mantendo-se o fundo com aspecto cicatricial [Figura 2 C];

v" Forma difusa: Constitui uma forma clinica rara e grave, que ocorre em pacientes com
anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de Leishmania
[Figura 2 D].

Figura 2- Classificagdo das apresentac@es clinicas da Leishmaniose cutdnea. Forma localizada
(A); Forma disseminada (B); Forma recidiva cutis (C) e Forma difusa (D).

Fonte: BRASIL,2017.

2.4 Ciclo de vida do parasito

A Leishmania apresenta um ciclo de vida complexo, conseguindo se adaptar tanto no
hospedeiro vertebrado como no hospedeiro invertebrado, apresentando resisténcia a diversos
fatores como, mudangas de temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio (BESTEIRO et al.,
2007; JAMARILLO, 2014). As manifestacbes clinicas da LTA sdo bastante variaveis e
dependem de fatores relacionados ao hospedeiro e ao parasito (CERUTTI et al.,2017). O
parasito € digenético e apresenta duas morfologias distintas: uma forma flagelada, a
promastigota, infectante e presente no inseto vetor e outra forma com flagelo ndo aparente, a
amastigota, que esta presente no hospedeiro vertebrado (Oliveira,2019), cujas estruturas gerais
estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3- Formas promastigota (a) e amastigota (b) de Leishmania sp.
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Fonte: http://enfermagem-sae.blogspot.com/2009/04/leishmaniose-visceral-ou-calazar.html. Acesso:
28/05/2022.

O ciclo bioldgico da leishmaniose inicia quando a fémea do flebotomineo realiza o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado e ingere células com formas
amastigotas do parasito. Dentro do tubo digestorio do inseto vetor ocorre a lise dessas células,
liberando as amastigotas que assumem rapidamente a forma promastigota prociclica, as quais

se multiplicam por divisao binaria [Figura 4] (FLORES, 2017).

Figura 4- Ciclo da Leishmania sp. no vetor e no humano.
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2.5 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar no Brasil

Em 1909, foram observados o0s primeiros registros de leishmanias no Brasil, através de
Ulceras cutaneas e nasobucofaringeas, caracteristicas da Leishmaniose Tegumentar (LT), que
apareceram em trabalhadores que atuavam na construcdo de rodovias no interior de S&o Paulo
(BRASIL, 2022). Desde entdo, a LT vem apresentando uma expansao geogréafica no Brasil,
com relato de casos em todos as Unidades Federadas, e seu padrdo epidemiologico tem
apresentado alteracdes quanto a sua transmissdao e um crescimento exponencial do nimero de
casos até 2020 (TANURE et al., 2020; TEMPONI et al., 2018).

No Brasil, entre os anos de 2016 e 2020, foram registrados 78.566 novos casos de LT
(Tabela 1), com média de 15.713 casos/ano (BRASIL, 2022). Somente no ano de 2020, foram
notificados 16.432 casos de LT, correspondendo a regido Norte por 7.312 casos, Nordeste por
2.853 casos, Centro-Oeste por 2.444 casos, Sudeste por 2.148 casos e Sul por 191casos (Tabela
1).

Tabela 1- Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana. Brasil e Macrorregides, 2010 a

2020.
Regido 2016 2017 2018 2019 2020
Regido Norte 5.075 7.832 7.519 6.620 7.312
Regido Nordeste 3.166 4.264 3.717 3.070 2.853
Regido Sudeste 1.221 1.545 1.646 2.006 2.148
Regido Sul 212 180 158 172 191
Regido Centro-Oeste 1.974 2421 2.086 2.362 2.444
Brasil 12.690 17.528 16.432  15.484 16.432

Fonte: SINAN/SVS/MS, 2021.

As regides Norte e Nordeste apresentaram os maiores numeros de casos de LT no ano
de 2020 (BRASIL, 2021), além de serem responsaveis 65% do total de notificacbes do pais
entre 2016 e 2020, com um total de 34.358 e 17.070 casos, respectivamente (Tabela 1).
Aproximadamente 58% dos casos confirmados no Norte do pais estdo concentrados nos estados
do Para e Amazonas, e no Nordeste, 95,73% do total de casos foram notificados pelos estados
da Bahia, Ceara, Maranhdo e Pernambuco (BRASIL, 2019; MELO et al., 2020; BRASIL,
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2021). Na regido Sudeste, 0 estado de Minas Gerais apresentou maior nimero de infecces,
correspondendo a cerca de 81% (6.966) dos casos entre os anos de 2016 e 2020. No mesmo
periodo, na regido Centro-Oeste, 0 estado do Mato Grosso correspondeu 82% (9.273) dos casos.
Por sua vez, a regido Sul apresentou 0 menor nimeros de casos notificados de todo pais, com
913 entre todos os estados, sendo 0 S&o Paulo o com menos nimero de notificagbes, com 5
casos (BRASIL, 2021).

Ao observar o nimero de casos de LT no ano de 2020, segundo sexo e faixa etaria
(Figura 1), verifica-se que hd uma maior incidéncia no sexo masculino, principalmente naqueles
com idade de 20 a 34 anos e 35 a 49 anos. Em estudo de Almeida et al. (2021), que buscou
verificar o perfil epidemioldgico da LT na regido de Ji-Parang, Rondénia, observaram que
85,7% (90/105) dos casos positivos eram do sexo masculino e apenas 14,3% (15/105) do sexo
feminino. Corroborando com os achados do estudo supracitado, Oliart-Guzman et al. (2013) e
Teles et al. (2015), identificaram um percentual elevado de infec¢fes em individuos do sexo
masculino e, além disso, evidenciaram que este nimero expressivo se deu em decorréncia
desses individuos morarem em &reas rurais ou desenvolverem atividades laborais em ambientes

florestais e/ou agricolas.

Figura 5- Casos de Leishmaniose Tegumentar, segundo sexo e faixa etaria. Brasil, 2020.
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Fonte: SVS/MS, 2021.

2.6 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Regido Norte do Brasil
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Entre 2010 e 2012, foram registradas 68.855 ocorréncias de LT no Brasil, sendo a regido
Norte a area de maior endemicidade da doenca, com 40% do total de casos do pais (TELES et
al., 2015), além de apresentar o mais elevado coeficiente de incidéncia, com 46,4 casos para
cada 100.000 habitantes (BRASIL, 2022).

Ao observar o indice de casos de LT por Unidades Federadas da regido Norte entre 2016
e 2020 (Tabela 2), verifica-se que o Para é o estado com maior numero de infeccbes com 14.089
casos, seguido do Amazonas (7.123 casos), Acre (4.304 casos), Rondoénia (4.134 casos), Amapa

(2.354 casos), Tocantins (1.443 casos) e Roraima (911 casos).

Tabela 2- Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana. Brasil, Regido Norte e Unidades
Federadas, 2016 a 2020.

Regido e UF 2016 2017 2018 2019 020
Brasil 12.690 17.528 16.432  15.484 16.432
Regido Norte 5.075 7.832 7.519 6.620 7.312
Acre 800 936 786 834 948
Amapa 623 485 580 204 462
Amazonas 828 1.865 1.684 1.183 1.563
Para 1.649 3.231 3.081 3.131 2.997
Rondénia 851 959 881 719 724
Roraima 89 153 293 181 195
Tocantins 235 203 214 368 423

Fonte: SINAN/SVS/MS, 2021.

Apesar do estado do Para apresentar o maior numero de infec¢des da regido Norte, dois
municipios do Amazonas correspondem aos mais endémicos do Brasil (Tabela 3), com estratos
de muita intensidade, sendo esses: Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva, que tiveram entre

2018 a 2020 uma média de casos de 235,33 e 221,00, respectivamente. Além desses, 0S
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municipios de Serra do Navio (PA), Xapuri (AC), Assis Brasil (AC) também estavam entre
aqueles com estratos muito intensos.

Ressalta-se que o municipio de Assis Brasil (10°56'21.9"S 69°33'47.3"W), localizado
no estado do Acre, possui um contexto especial quanto ao perfil epidemiolégico e de controle
da LT, pois esta situado em uma regido de fronteira com Peru/Madre de Dios e Bolivia/Pando
(OLIART-GUZMAN et al., 2013; TELES et al., 2015), que sdo areas endémicas,
principalmente para forma cutanea.

Outros municipios da regido Norte tambem apresentaram um elevado numero de
infeccbes por LT, como o Medicilandia (PA), Uruard (PA), Almeirim (PA), Sena Madureira
(AC), dentre outros. E importante lembrar que na Regido Norte, especificamente na calha norte
do Rio Amazonas, hd uma grande concentracdo de casos de individuos com lesdes multiplas de
LT, que normalmente sdo causadas por Leishmania (Viannia) guyanensis e, por vezes,

associadas a repetidas picadas de Lutzomyia umbratilis (BRASIL, 2017).

Tabela 3- Estratificacdo de risco da Leishmaniose Tegumentar por municipio de maior

infeccdo.
UF Municipio Meédia de Casos Meédia de Incidéncia Estrato
AM Presidente Figueiredo 235,33 649,30
AM Rio Preto da Eva 221,00 662,97
BA Taperoa 136,33 647,73
AP Serra do Navio 47,67 890,01
BA Wenceslau Guimarées 118,33 559,46
AC Xapuri 109,00 562,49
AC Assis Brasil 57,67 775,21
BA Valenca 177,33 184,12
PA Medicilandia 110,33 348,56
BA Teolandia 73,33 491,97
MT Tesouro 26,00 681,96
PA Uruara 120,00 263,87
PA Almeirim 99,33 291,32
AC Sena Madureira 110,67 240,78

Fonte: Brasil, 2018 a 2020.

Na Amazonia brasileira, especialmente no estado do Amazonas, entre 0s municipios

mais afetados estdo Manaus, Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva (Tabela 1). A



24

predominéancia da forma cutanea da doenca esta entre os individuos do género masculino e entre
agricultores, na faixa etaria de maior produtividade profissional (NAIFF JUNIOR, 2007), sendo
as espécies de L. guyanensis, L. amazonensis e L. naiffi as principais causadoras desta infeccdo
nos municipios supracitados (FIGUEIRA et al., 2014).

Tabela 4- Casos de Leishmaniose Cutanea na Regido Norte e em cidades da regido
metropolitana de Manaus, do periodo de 2011 a 2020.

Regido e 2019 2020
UE 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Regido 7.123 8.060
- 8.615 10.196 8.407 10.387 8.939 5.075 7.832 8.188
orte

Amazonas 2.282 2246 1429 1.081 1.645 85 1200 1.773 1.300 1.690

Manaus 752 304 341 448 495 158 218 661 510 621

Presidente 68 226
o 213 325 180 307 249 158 106 219
Figueiredo
Rio Preto 44 221
203 420 228 249 247 111 200 152
da Eva

Fonte: site Tabnet - DATASUS. Acesso em 17/05/2022.

2.7 Resposta imune na Leishmaniose cutanea

A Leishmania spp. no hospedeiro vertebrado € um parasito intracelular obrigatério que,
apos ser transmitido durante o repasto sanguineo de flebotomos fémeas infectadas, se multiplica
nas células do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos susceptiveis (BRASIL,2017).

A eliminacdo do parasito depende da coordenacdo de diferentes mecanismos
imunoldgicos da resposta imune inata e adaptativa. Assim como também, da capacidade do
parasito modular e/ou evadir as defesas imunoldgicas do hospedeiro (PRATES et al., 2011;
IKEOGU et al.,2020).

Na resposta imune inata, ocorre mediagdo principalmente por macrdfagos, celulas
dendriticas, células NK e neutrofilos, sendo os macrofagos as principais celulas infectadas. A
interacdo dessas células viabiliza a modulacdo da resposta imune adaptativa (LOPES et
al.,2020; TOMIOTTO-PELLISSIER et al.,2020).
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Um dos primeiros mecanismos de defesa do sistema imune inato € o sistema
complemento, que est4 pronto para reconhecer e eliminar os microrganismos invasores, através
de proteinas opsonizadoras e anafilatoxinas potentes. A ativacdo desse sistema pode ocorrer por
trés vias: a classica, a alternativa e a via das Lectinas (SAAB et al.,2020).

No entanto, os parasitos evoluiram com mecanismos de escape ao ataque do
complemento, para sobrevivéncia no hospedeiro. Um desses fatores ocorre através da
Glicoproteina 63 (gp63) presente na saliva dos vetores que atua como inibidor induzindo a
resisténcia ao complemento através da inativacao do fragmento C3b, que leva ao aumento do
componente inativo do complemento (C3bi). A inativacdo do sistema complemento pode ser
usada como mecanismo de escape do parasito, pois possibilita sua entrada em células
hospedeiras sem causar ativacdo (SHAO et al., 2019; SCHMIDT et al., 2016; MARQUES et
al., 2012).

Estudos utilizando os modelos de infeccdo por L. major demonstraram que 0S
neutrofilos atuam como espécie de “cavalo de Troia”, uma vez que, ao fagocitarem o parasito,
tornam-se incapazes de elimina-lo através de seus mecanismos microbicidas e passam a liberar
guimiocinas responsaveis por atrair e induzir a sua prépria fagocitose por macréfagos ativados,
permitindo assim a entrada silenciosa do parasito nessas células (JOHN e HUNTER, 2008).

Ap0s a fagocitose das promastigotas pelos macréfagos, o parasito internaliza seu flagelo
passando a apresentar a forma amastigota, multiplicando-se por divisdo binaria e por
conseguinte, levando ao rompimento da célula e liberacdo dos parasitos que irdo infectar outros
macrofagos (NATALE et al., 2016).

A resposta do hospedeiro a infeccdo é regulada pela producéo de citocinas e perfil
celular. A producdo de TNF-o e IL-12 polariza a resposta imune a secrecdo de citocinas de
perfil Thl, como IFN-y, que ativam o macréfago a produzir Oxido nitrico (NO) e matar
a Leishmania infectante. Esse mecanismo de defesa é fundamental no estagio inicial da
infeccdo para prevenir doencas ou impedir a disseminacdo do protozoario (KALAVI et al.,
2021; MACHADO, 2019).

Além dos neutrofilos, os fagdcitos mononucleares interagem com Leishmania spp.
desempenhando um papel essencial na promocdo da resisténcia ao parasito, principalmente
atraves da producéo de IL-12 levando a diferenciacéo de células T CD4+ em células T do tipo
Th1l (CAMPOS et al., 2017). Essa via de ativagdo geralmente induz um processo inflamatorio
intenso, levando a sintese de iNOS, induzida por citocinas como o IFN-y, responsavel pela
producdo de 6xido nitrico (NO), levando a destruicdo dos parasitos (OLEKHNOVITCH,;
BOUSSO, 2015). Em contrapartida, se a resposta for mediada por um padrdo Th2 (IL-4 e IL-
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13) permitird que, dependendo da espécie do parasito, ocorra a disseminacdo local e a

progressao da doenca [Figura 6] (SILVESTRE; ESTAQUIER, 2016).

Figura 6- Esquema simplificado da Resposta Imune da Leishmaniose.
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Fonte: Adaptacdo de Alexander; Bromcacher, 2012.

Em estudo realizado por Espir et al. (2014), foi evidenciado que a infeccdo por L.
amazonensis apresenta menor concentracdao de citocinas pré-inflamatorias, regulatérias e de
perfil Th17 quando comparado a infecgdo pelas outras duas espécies, L. guyanensis e L. naiffi,
demonstrando assim a variabilidade da resposta imune de acordo com a espécie infectante de
Leishmania.

O equilibrio e as mudancas dindmicas das citocinas podem controlar ou prever o curso
clinico, desempenhando papéis diferentes na imunopatogénese da infeccdo por Leishmania
(ABDOLI e GHAFFARIFAR, 2016).

2.8 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar

O arsenal terapéutico indicado pelo Ministério da saude para leishmaniose ainda € muito

restrito, dependendo, quase exclusivamente, dos quimioterapicos representados pelos
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antimoniais pentavalentes, o estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de N-metil
glucamina (Glucantime®) e pelo medicamento de segunda escolha, anfotericina B. (SINGH et
al., 2016).

A acdo dos antimoniais baseia-se por meio de duas vias, através da estimulacdo de
macrofagos infectados afim de provocar estresse oxidativo no parasito intracelular e também
pela acdo direta do antimdnio reduzido (Sh®*") no equilibrio redox do microrganismo
(DECUYPERE et al., 2012). Sua administracdo € por via parenteral por longo periodo, o que
favorece baixa adeséo pelos pacientes que residem em areas remotas, e além do mais, seu efeito
adverso mais grave é decorrente de sua acao sobre o aparelho cardiovascular (BRASIL,2017).

A Anfotericina B atua inibindo o metabolismo de ergosterol presente na membrana
plasmatica do parasito. E apesar de efetiva no tratamento da Leishmaniose visceral, com
toxicidade mais baixa quando encapsulada em lipossomas, € um medicamento muito caro, o
que dificulta o esquema terapéutico, além de ndo ser apropriado para outras formas da doenca
(SANTOS et al.,2008).

Nesse contexto, inimeras dificuldades sédo relacionadas a doenca, como: onerosidade
dos tratamentos atuais, indisponibilidade de vacinas, disponibilidade limitada de medicamentos
e resisténcia do parasito (AMLABU et al., 2020; ZULFICAR et al.,2017; AL-SALEM WS et
al.,2016).

Embora o antimoniato de meglumina seja utilizado até os dias atuais como droga de
primeira escolha, o Ministério da Salude modificou as recomendacdes para o tratamento,
passando a considerar a forma clinica, a espécie infectante de Leishmania, a resposta ao
tratamento, a avaliacdo risco-beneficio e a disponibilidade do medicamento a ser utilizado
(BRASIL, 2017), conforme consta na Tabela 2.
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Tabela 5- Protocolo terapéutico para tratamento da LC no Brasil, segundo as recomendacdes do Ministério da Saude (2017).

Forma Clinica Espécie Primeira escolha Segunda escolha

LCL Leishmania spp. Antimoniato de meglumina EV ou IM e Desoxicolato de anfotericina B e Isotionato de pentamidina.
exceto L. guyanensis  Anfotericina B lipossomal.

LCL L. guyanensis Isotionato de pentamidina e Anfotericina B Antimoniato de meglumina e Desoxicolato de Anfotericina B.
lipossomal.
LD Leishmania spp. Antimoniato de meglumina EV ou IM e Desoxicolato de anfotericina B.

Anfotericina B lipossomal.

LCD Leishmania spp. Isetionato de pentamidina. Antimoniato de meglumina, Desoxicolato de anfotericina B e Anfotericina B
lipossomal.
LM Leishmania spp. Antimoniato de meglumina (EV ou IM) associado  Desoxicolato de anfotericina B e isotionato de pentamidina.

a pentoxifilina, Antimoniato de meglumina (EV

ou IM) e Anfotericina B lipossomal.

Fonte: SVS/MS (2017). Legenda: EV (Endovenoso); IM (Intramuscular)
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2.9 Drogas alternativas para o tratamento da Leishmaniose cutanea

Embora os medicamentos utilizados possuam eficacia no tratamento contra a
leishmaniose, aspectos como os efeitos adversos, a via de administracdo parenteral, o grau de
toxicidade entre outros diversos problemas relacionados aos tratamentos disponiveis a
populagéo pode muitas vezes levar ao abandono do tratamento e/ou recidiva da doencga. Nesse
sentido, novas alternativas terapéuticas vém sendo estudadas, entre elas, ha o potencial uso de
complexos metalicos no combate aos parasitos, como, a Leishmania sp. e o Trypanosoma cruzi
(MARTINS, 2011).

Na literatura, encontra—se um grande nimero de estudos que relatam a complexacgéo de
cations metalicos, estabelecendo a estrutura do complexo formado e apontando o efeito dos
ions metalicos na atividade antibacteriana (VIEIRA et al., 2009).

A natureza do ligante e a sua capacidade em formar um quelato com o metal favorecem
a atividade bioldgica destes complexos metalicos. Além disso, os complexos catibnicos sao
mais eficazes, sendo que a natureza do contra-ion também parece interferir na atividade
(ROCHA, 2011).

Dentre os metais utilizados como farmacos, o cobre tem chamado bastante atencéo,
devido as suas propriedades nas aplicacbes médicas e quimicas e atividade contra formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis (CHAGAS et al., 2021).

Quanto ao uso de produtos naturais, Oryan (2014) verificou que compostos derivados
de plantas apresentaram resultados satisfatdrios em experimentos in vitro e in vivo para a
leishmaniose visceral e cutanea. Por conseguinte, o pentalinosterol mostrou uma significante
reducdo da carga parasitaria em modelos experimentais (GUTIERREZ-REBOLLEDO;
DRIER-JONAS e JIMENEZ-ARELLANES, 2017).

Em um estudo pioneiro, Wyrepkowski et al. (2017) apresentaram resultados
promissores no tratamento da leishmaniose tegumentar, a partir de experimentos in vitro e in
vivo contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, utilizando
extratos metanolicos extraidos do fruto de Libidibia ferrea. Posteriormente, estas fracGes
diclorometano do extrato metandlico de L. ferrea foram incorporadas em um sistema
microemulsionado, para avaliagdo tdpica in vivo. Apos o tratamento dos animais, foi observado
o controle do desenvolvimento da lesdo e redugdo da carga parasitaria, sem diferenca
significativa quando comparada ao tratamento padrdo, com Glucantime® (JENSEN, 2017).

Tendo em vista a necessidade de tratamentos alternativos para a leishmaniose, o

Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas, ao longo dos anos, vem realizando estudos
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pré-clinicos com diferentes substancias inovadoras, como complexos metélicos e produtos
naturais, a fim de otimizar e proporcionar terapias de menores danos aos pacientes acometidos

pela doenca.

2.10 Libidibia ferrea

A Libidibia ferrea, conhecida popularmente como “pau-ferro”, “juca” ou “jucaina”, “ibira-
ob1”, “imira-itd” é uma matéria prima vegetal promissora e de imensuraveis fins terapéuticos,
sendo relatada como uma valorosa fonte para uso medicinal por populagdes que habitam a
Amazonia (SAWADA et al., 2014; HOLANDA, 2021). Comumente utilizada como tratamento
alternativo pela populacéo, é encontrada em abundancia na flora das regiGes Norte e Nordeste
do Brasil (HOLANDA, 2021).

A planta pertence ao reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Fabales, familia Fabaceae e género Libidibia (QUEIROZ, 2009). Possui pequenas flores de
cor amarela, que formam cachos, folhas compostas e frutos do tipo legumes, de cor marrom,
com sementes escuras (Figura 7) (SOUZA; LORENZI, 2002).

Figura 7- (A) Folhas e flores da Libidibia ferrea; (B) Fruto maduro;
(C) Sementes; (D) Frutificacdo da Espécie vegetal.

Fonte: NEMA (2019).

Cada uma de suas partes € utilizada para extragdo e preparos, de forma a serem utilizadas
como tratamento de diversas enfermidades. Dentre as principais formas de uso por parte da
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populacdo, estdo: chd, lambedor (planta aquecida com mel) ou garrafada (planta imersa em
alcool) (MAIA, 2004; AGRA et al., 2007).

Estruturas diferentes de um mesmo individuo de L. ferrea podem apresentar uma grande
variacdo quanto aos tipos e teor de metabolitos secundarios presentes e, consequentemente
podem apresentar uma acao biologica diferente. Por este motivo, as folhas e os galhos do jucd,
disponiveis para a coleta em qualquer periodo do ano, diferente dos frutos, também foram
avaliados quanto a acao de seus extratos (hexanico e metandlico) frente a infeccédo por L. (L.)
amazonensis (Wyrepkowski, 2015).

Em virtude a seu abundante uso por parte da populacéo e dos diversos relatos acerca do
seu efeito terapéutico, a L. ferrea foi inserida na Lista de Plantas Medicinais de interesse ao
Sistema Unico de Salde (SUS-REINISUS) e no Formulario Nacional de Ervas Medicinais
(BRASIL, 2011; MEDEIROS et al., 2013; DROZINO et al., 2017).

Dentre os principais efeitos medicinais do extrato da Libidibia ferrea, destaca-se a a¢cdo
anti-inflamatoria, analgésica, atividade nociceptiva, contribuicdo no reparo tecidual, atividade
antitumoral (Nakamura et al., 2002; Pereira et al., 2016; Falcdo et al., 2019).

Através da analise quimica do extrato de L. ferrea, Falcdo et al. (2019) encontraram
acidos galico e elagico, além de galato de metila, que possuem atividade anti-inflamatdria,
antinociceptiva e antioxidante em células in vivo e in vitro (Ferreira et al., 2019). O &cido galico
impede a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-alfa e IL-1, liberadas por
macrofagos e neutrofilos, resultando na reducdo da migracdo de células inflamatérias, logo,
atua reduzindo a inflamacédo, a vasodilatacdo e formacéo de eritema e edema. Dessa forma, foi
evidenciado a participagdo da L. ferrea na diminuicdo da dor (FREITAS et al., 2016; PEREIRA
et al., 2016; Falc&o et al., 2019).

Pereira et al (2016), analisaram a acdo do extrato preparado a partir das cascas das
arvores de L. ferrea no tratamento de feridas cutaneas em ratos. O estudo mostrou significativa
reducdo da hiperemia e exsudato seroso, além de elevar o nimero de animais com tecido
remodelado. Segundo o autor, a principal explicagdo para esse efeito se da pela atenuacgéo da
inflamacéo e nocicepcao.

H4 ainda estudos relacionados a atividade antileishmania da Libidibia ferrea. Em estudo
in vitro com Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis, Comandolli-Wyrepkowski et
al. (2017), testaram os extratos hexanicos (Hex) e metandlicos (MeOH) de L. ferrea, onde o
ultimo mostrou maior agdo contra a L. amazonensis.

O potencial farmacoldgico dos produtos naturais é frequentemente guiado por ensaios

bioldgicos, sendo de extrema importancia a busca por alternativas no tratamento de doencas
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negligenciadas (IOSET, 2008). Assim, Jensen (2020), com o intuito de avaliar o potencial
quimico e leishmanicida do extrato FrutosMeOH e a fragdo DCM de Libidibia ferrea através
de sistemas in vivo, por formulacGes tdpicas, observou eficacia no tratamento de hamters
infectados com L. amazonensis. Quando o extrato metandlico foi entdo incorporado a uma
formulacéo do tipo hidrogel, em concentragdes mais elevadas (10%) e com tratamento mais
prolongado, apresentou maior eficicia na reducéo da carga parasitaria dos animais infectados
por L. (L.) amazonensis.

A fracdo DCM do extrato FrutoMeOH de L. ferra também foi utilizada para preparar
uma microemulsdo por via tdpica, a qual mostrou-se eficaz e segura para o tratamento em
animais experimentalmente infectados com o controle da progressao do volume das lesdes dos
hamsters infectados, reducdo da carga parasitaria e infiltrados inflamatérios moderados, que

foram avaliados por técnicas histopatologicas (JENSEN, 2017).

2.11 Complexo de cobre

O Cobre (Cu) é o elemento 29 da tabela periddica, pertencendo ao subgrupo dos metais de
transicdo, chamado metais de cunhagem. Ocupa 0 vigésimo quinto lugar de elementos
encontrados em massa na crosta terrestre e possui trés estados de oxidacdo acessiveis: Cu0, Cu+
e 0 Cu2+, os dois ultimos sdo encontrados nos sistemas bioldgicos (COTTON e WILKINSON,
1971; SABINO, 2014).

E um micronutriente primordial aos organismos que vivem em ambientes ricos em
oxigénio. Biologicamente ativo, atua no metabolismo de enzimas fundamentais, participa das
reacOes de transferéncia de elétrons, transporte de oxigénio e transporte ou armazenamento do
préprio metal (FIORINI, 2008; TISATO, 2010).

Alvo de muitos estudos, 0 cobre recebeu destaque a partir de 1928, apds Hart constatar a
importancia da suplementacgéo de cobre para combater a anemia ferropriva. Contudo, ha relatos
de que os egipcios, em 3.000 a.C, ja o utilizavam para esterilizar a &gua para consumo (SHILS,
1994; SILVA, 2008). Por conseguinte, o cobre tornou-se alvo de diversos estudos, no intuito
de elucidar as funces terapéuticas do elemento.

Ha& estudos que indicam atividade antitumorais relacionadas ao elemento. Em estudo de
Gandi et al. (2012, 2014), foi observado que complexos de cobre (I) inibiram o crescimento de
células tumorais in vitro e in vivo. Marzano et al. (2007) e Porchia et al. (2013) também
desenvolveram estudos referentes a atividade anti-proliferativa de células cancerigenas e

apresentaram resultados semelhantes.
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Pesquisas sobre a atividade leishmanicida do complexo de cobre também vém sendo
realizadas afim de contribuir com a formula¢do de novos tratamentos para a doenca. Portas
(2012) e Chagas et al. (2021) utilizaram de diferentes complexos de cobre para avaliar a
atividade antileishmania in vitro contra diferentes espécies de Leishmania spp. Chagas et al
(2021) avaliaram o efeito in vitro do complexo de cobre (1) em formas evolutivas de Leishmania
spp., onde o elemento apresentou atividade leishmanicida contra Leishmania (L.) amazonensis.

Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores, onde os complexos de
cobre apresentaram atividade in vitro contra as formas promastigotas de L. (V.) braziliensis, L.
(L.) mexicana e L. (L.) infantum (Navarro et al, 2003; Maffei, 2009; Ramirez-Macias, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a linfoproliferacdo e dosagem de citocinas in vitro de células mononucleares do

sangue periférico (PBMC) de pacientes com Leishmaniose cutanea.

3.2 Objetivos Especificos

Capitulo 1: Avaliacdo da linfoproliferacédo de células mononucleares de pacientes

com leishmaniose cutanea frente a Libidibia ferrea:

v Avaliar a resposta linfoproliferativa de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de pacientes com leishmaniose cutanea (LC) antes e apds tratamento e de

individuos sadios frente a Fracdo diclorometanica (DCM).

Capitulo 2: Resposta imune celular humana frente a bioativos com potencial
antileishmania:

v Avaliar a indugdo da resposta linfoproliferativa e concentracéo de citocinas induzidas
por bioativos de origem vegetal e inorganica, através de células mononucleares do

sangue periférico (PBMC) de pacientes com leishmaniose cutanea.

Capitulo 3: Resposta Imune in vitro de pacientes com Leishmaniose cutanea
estimulados por fragdes antigénicas soltveis de Leishmania:

v" Analisar a resposta imune celular in vitro de antigenos sollveis de Leishmania

amazonensis e Leishmania guyanensis de pacientes com Leishmaniose cutanea.
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4 METODOLOGIA GERAL

4.1 Etapas da tese

Os resultados apresentados na tese foram divididos em trés capitulos, de acordo com 0s
objetivos e progresso dos resultados. O projeto se dividiu em etapas. Primeiro, foi realizado
atividade em campo, atraves do deslocamento da equipe de pesquisadores e técnicos até o
municipio de Rio Preto da Eva (AM) para atendimento da populacgéo infectada com LC em uma
Unidade Basica de Saude. Neste momento, foi realizada a coleta de material bioldgico (sangue
e escarificacdo da lesdo). Para cada paciente, foi aplicado um questionario epidemioldgico, afim
de identificar a distribui¢do dos casos e os condicionantes do processo satde/doenga. Também
foi realizado exame clinico céfalo-podalico, a fim de avaliar as caracteristicas da(s) lesdo(6es)
e 0s sinais vitais do paciente que aceitaram participar do estudo assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A equipe que realiza os procedimentos possui formacdo especifica e habilitacdo para
realizar os procedimentos de coleta de material do paciente (sangue e escarificacdo). Os
procedimentos foram realizados conforme padrbes de qualidade exigidos, com material estéril
e em ambiente adequado para a realizagdo do atendimento e procedimento com 0s pacientes.

Posteriormente, todo material foi levado ao Laboratério de Leishmaniose e Doenca de
Chagas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) para o armazenamento e
processamento das amostras. Foram realizados testes de diagndstico parasitolégico em meio de
cultivo e infeccdo de hamsters para acompanhar o crescimento dos parasitos. Além disso, foram
realizados testes imunoldgicos no Laboratdrio de Fungos Comestiveis do INPA e na Fundacédo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) para avaliar a resposta

imune frente aos diferentes aos bioativos e fragdes antigénicas.

4.2 Participantes voluntéarios

Foram atendidos neste projeto um total de 30 individuos (n=30), os quais foram
divididos em trés grupos, sendo eles: dez individuos primoinfectados sem tratamento prévio,
dez pacientes ap6s tratamento com Glucantime® (Controle positivo), onde foi estabelecido um
tempo minimo de 30 dias e maximo de 12 meses da ocorréncia da cicatrizacdo total da(s)

lesdo(Bes) e dez individuos sadios (Controle negativo).
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Os diagndsticos dos casos suspeitos de leishmaniose foram baseados nos dados
epidemiologicos e exames clinicos, associados com a positividade de um dos exames

laboratoriais.

4.3 Area de estudo

A cidade de Rio Preto da Eva, Amazonas, foi criada na década de 1960. Faz parte da
Regido Metropolitana de Manaus e € situada proxima ao Km 80 da Rodovia AM-010
(3°07°06S, 59°W), distando 57,5 Km? da capital do Estado (Manaus). A populagio de Rio
Preto da Eva é formada por 30.530 pessoas e apresenta 5.813 Km? de area territorial, segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). A cobertura vegetal é de floresta
tropical umida de terra-firme, apresentando grande diversidade na fauna e flora. O clima do
municipio é tropical, com temperatura média anual oscilando em torno dos 26 °C, com
precipitacdo pluviométrica superior a 2.000 mm/ano e umidade relativa superior a 80%.

O trabalho foi realizado na Unidade Bésica de Saude (UBS) Edinaide Lopes da Costa,
localizada na Rua Gongalves Dias S/N, local onde os pacientes buscam atendimento para o

diagndstico e tratamento da LC.

4.4 Critérios de incluséo e exclusédo dos grupos de pacientes com LC

4.4.1 Critérios de inclusédo

Foram atendidos pacientes do género masculino ou feminino, com dezoito anos de
idade completos ou mais, portadores de LC, seguindo os critérios clinicos e parasitoldgicos

especificados abaixo.



Quadro 2 — Critérios utilizados como pardmetros para incluséo de pacientes nos

experimentos in vitro.
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Critérios de Inclusédo

Portadores de Leishmaniose cutanea

Masculino
Género
Feminino
Idade > 18 anos

Aspectos Clinicos

Populacdo oriunda da Amazodnia

Casos suspeitos ou confirmados de LC

Ambos 0s géneros

Clinica compativel com LC

Qualquer tempo de doenga

Concessdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE);

Autoctone da Amazbnia

Aspectos
parasitoldgicos

Visualizacdo de amastigotas no exame direto, e/ou;

Visualizagdo de promastigostas na cultura, e/ou;

Aparecimento de lesdo apos isolamento

4.4.2 Critérios de remocdo da pesquisa

Os participantes voluntarios foram informados que poderiam pedir para sair do

projeto a qualquer momento, sem que houvesse qualquer 6nus ou prejuizo para 0S Mesmos.

4.4.3 Critérios de exclusdo da pesquisa
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Foram excluidos desse estudo todos os individuos que ndo preencheram os critérios

de incluséo definidos acima ou que apresentaram:

v Qualquer doenca sistémica significativa cronica ou aguda que possa interferir nos
resultados dos méetodos propostos;

v Diagnostico conhecido de infec¢do por HIV ou outras imunodeficiéncias ou uso de

Imunossupressores;

v Gestantes.

4.4.4 Critérios de inclusdo nos grupos de individuos sadios

Foram incluidos na pesquisa pacientes do género masculino ou feminino que nao
possuiam aspectos clinicos de desenvolvimento de lesGes causadas por Leishmania spp.,

assim como descrito abaixo:
v Populacéo oriunda da regido Metropolitana de Manaus;
v Auséncia de lesdo cutanea ou outro aspecto clinico de Leishmaniose;
v/ Ambos 0s géneros;

v Concesséo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
4.5 Procedimentos experimentais
4.5.1 Pesquisa de amastigotas
Os esfregacos foram realizados a partir da escarificagao da borda interna da Ulcera ou
da lesdo utilizando-se laminas de bisturi estéril ou escarificador. Com o material biol6gico
obtido, foram feitas distensdo em laminas de microscopia previamente limpas, desengorduradas
e secas. Apos a confecgédo do esfregaco, as laminas foram coradas com Kit Panotico rapido.

4.5.2 Cultivo para Leishmania

Amostras da borda da leséo de cada paciente foram inoculadas em meios de cultivo
NNN — Neal, Novy e Nicolle (agar sangue modificado) e RPMI, e incubadas entre 24 °C e 26
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°C. Apos o quinto dia j& pode ser encontradas formas promastigotas do parasito, entretanto a
cultura foi mantida até um més sob observagéo antes da liberacdo do resultado negativo.

4.5.3 Coleta de sangue

Foi feita a coleta de cerca de 10 mL de sangue venoso periférico através de puncéo
venosa do antebrago, das veias cefalica, mediana cubital e basilica por meio do uso de seringa
de 10 mL. O sangue foi armazenamento em tubos vacutainer de 10 mL (com Heparina), tanto
para os pacientes com LC quanto para os individuos sem infeccdo por Leishmania (controle
negativo= CN). O sangue coletado foi utilizado para obtencdo de células para os ensaios

imunolégicos.

4.6 Manejo dos dados

Os dados de todas as fichas clinicas foram registrados em formulérios, preenchidos em
duas vias, uma via ficou no centro onde o paciente foi atendido e a outra no laboratério de
Leishmaniose e Doenca de Chagas no INPA. Os dados foram transferidos para um banco de
dados em formato eletronico, realizando dupla entrada por digitadores independentes. Foi
checada a consisténcia entre os bancos obtidos por meio da dupla entrada de dados e as
inconsisténcias foram corrigidas tendo como documento fonte o formulario em papel.
Finalizada esta etapa, 10% das fichas clinicas foram sorteadas para confrontar os dados com 0s

dados eletrénicos para assegurar que a taxa de erro tenha sido menor que 1%.

4.7 Preparo dos antigenos

Os antigenos soluveis utilizados nos ensaios de estimulagdo celular foram obtidos a
partir de massa parasitaria de formas promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L.
guyanensis (MHO/BR/75/1IM4147). O protocolo para a obtencdo dos antigenos consistiu em
uma centrifugacdo a 4.400 rpm da massa parasitaria por 15 minutos, seguida de lavagens do
sedimento com PBS (Tampdo fosfato-salino). Apds a ultima lavagem, o sedimento foi
ressuspendido em solucdo salina e adicionado inibidores de protease. A extracdo dos antigenos
foi realizada por meio de choques térmicos com congelamento e descongelamento, seguida de
nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos para a aquisi¢do do sobrenadante e desprezo

do sedimento.
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O volume final de solugdo de antigeno foi 100 L, aliquotados em pequenos volumes.
O preparado dos antigenos foi analisado quanto ao teor de proteina total pelo método de
Bradford (1976) modificado por Read e Northcote (1981), conforme protocolo de dosagem de
proteinas, seguindo as recomendac6es do fabricante. A leitura das concentracdes foi realizada
em espectofotdmetro. Os antigenos extraidos foram conservados a -80 °C em pequenas

aliquotas, até 0 momento dos ensaios in vitro.

4.8 Obtencao de PBMC

Para obtencdo das células mononucleares humanas, foram diluidos o sangue periférico,
coletados anteriormente, em meio RPMI completo (L-glutamina) na propor¢do 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. Apoés a centrifugacao, foi realizada a remocédo da camada
de células mononucleares e transferida para um tubo falcon 15 mL para a realizagdo de lavagens
com meio RPMI completo e centrifugacbes a 4.400 rpm por 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1mL de meio RPIM completo e as
células foram contadas em camara de Neubauer com azul de Trypan, ajustando concentracao

para 2 x 10° células / mL em meio RPIM completo.

4.9 Preparacao das placas

Em placas de 96 pocos de fundo chato, foram adicionadas 100 puL/pog¢o de cada
substancia conforme a Figura 7, somadas a 100 pL/pogo de células PBMC (2 x 10°/poco)
extraidas a partir do sangue de pacientes, totalizando volume final de 200 pL/poco, exceto para
0S pogos controle os quais continham apenas meio RPMI. As substancias utilizadas foram: meio
de cultivo RPMI completo (controle positivo); substancia indrganica - Cu (HBP23) [0,2814
pg/mL]; produto natural — Extrato Diclorometano (LFME) [0,006 pg/mL], Fragdo DCM
[0,0012 pg/mL]; Fitohemaglutinina (Phytohemagglutinin — PHA) [10 pg/mL] e antigeno
soltvel de Leishmania (SLA) [10 ug/mL]. Todas as substancias foram previamente diluidas em
meio RPMI completo, obedecendo suas devidas concentragdes de acordo com o protocolo e as
instrucbes do fabricante (Amersham BrdU Cell Proliferation Biotrak ELISA Kit, GE

Healthcare®).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11249738001?lang=null&region=null
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11249738001?lang=null&region=null
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11249738001?lang=null&region=null
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Ap0s a adicdo de todas as substancias e das células PBMC, as placas foram incubadas
durante 72 horas em estufa Thermo Scientific Forma® Series 11 Water Jacketed CO> Incubators
a 37 °C com niveis de CO2 a 5% e 95% de umidade.

As placas foram preparadas com 1-2 horas de antecedéncia (Figura 8) e colocadas a 37
°C contendo 100 pl/pogo de Meio completo; Substancia inérganica Cu; Produto natural DCM
(Fragdo Diclorometano) em 100 pl (6,6 pg / mL para concentracdo final de 1TuM) e LFME
(Extrato matanodlico) de meio completo, Fitohemaglutinina - PHA-M (10 pug / mL) a ser
utilizada como controlo positivo. Em 100 pL de meios completos, respectivamente e antigenos
de leishmanias sollveis - SLA (10 pg / mL em 100 pL de meio completo) obtidos de uma

suspensdo de promastigotas de L. guyanenis e L. amazonensis.

Figura 8- Modelo de placas utilizado nos experimentos de linfoproliferacéo.

MEIO ~ MEIO MEIO  MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO

Cu(l) Cu(l) Cu() =~ MEIO LFME LFME LFME = MEIO  DCM DCM DCM

SLA SLA SLA MEIO SLA SLA SLA MEIO
La La La L.g L.g Lg

PHA PHA PHA MEIO CEL CEL CEL MEIO

MEIO ~ MEIO MEIO  MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO  MEIO

Legenda: DCM - Fracdo Diclorometano; LFME - Extrato Metanolico; Cu — Cobre; SLA L. a. - Antigeno
Soluvel de Leishmania amazonensis; SLA L. g. - Antigeno Sollvel de Leishmania guyanensis; PHA -
Fitohemaglutinina; Meio - Meio RPMI.

4.10 Bioativos utilizados para estimulacdo de PBMC in vitro

As substancias utilizadas neste projeto foram previamente selecionadas por sua
atividade antileishmania em promastigotas em sistemas in vitro. Foram avaliados o complexo
metalico (Cu) e o produto natural que consiste em fragdo diclorometano (DCM) extraida a partir
do fracionamento do extrato MeOH do fruto de L. ferrea. Os testes e estabelecimento das
concentracdes destes compostos foram realizados por Chagas et al., (2021) e Jensen (2020),

respectivamente.
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4.11 Analise de citocinas do sobrenadante

Os niveis de citocinas IL-6, IL-8 e IL-1b foram quantificados utilizando o BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit, seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram adquiridas em um FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA), e o software FCAP-Array v3 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) foi utilizado
para analise dos dados. Os dados foram relatados em picogramas por mililitro (pg/mL), de

acordo com as curvas padrédo fornecidas nos Kits.

4.12 Leitura e andlise estatistica

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, em seguida as andlises de Kruskall-
Walis foram realizadas para comparac6es entre 0s grupos de pacientes, e Mann- Whitney para
comparagdes entre os grupos de bioativos utilizados, com utilizagdo do software estatistico
PAST versdo 4.0 (Hammer et al., 2001). A significancia foi definida com base nos valores de
p<0.05 (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

4.13 Fluxograma das etapas de coleta

Todos os procedimentos e experimentos realizados neste estudo estdo apresentados na

Figura 9, resumidamente, na forma de fluxograma.



Figura 9- Fluxograma das etapas do projeto, desde a coleta do material biol6gico até os
experimentos in vitro.
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Abstract

American integumentary leishmaniasis (ATL) is a neglected disease that mostly affects vulnerable populations. Its broad
spectrum of clinical manifestations is related to the type of immmne response produced by the host and the species of Leishmania
involved. In recent years, the use of medicinal plants has become a therapeutic alternative in the treatment of infectious parasitic
diseases. This research aimed to evaluate the lymphoproliferative responses of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
of patients with cutaneous leishmaniasis (CL) before and after treatment. and healthy individuals. The lvmphoproliferative
response was evaluated in cell culture using stinmli of the dichloromethane fraction (DCM) obtained from Libidibia ferrea,
Glucantime® and phytohemagglutinin - PHA using a BrdU Cell Proliferation after 72 h of incubation. In cultures treated with
the DCM fraction, intense induction of lymphoproliferation was observed (p<0.0001), as was also observed in response to the
PHA mitogen, and there was a significant difference when compared with the conventional freatment (p<20.0135). In the post-
treatment and healthy groups, although the compound induced lymphoproliferation. there was no statistical difference. These
results suggest that the crganic compound played an important inducing role in lymphoproliferation, which highlights the
importance of contimuity involving new studies in order to evaluate its immunomodulatory activity.

Keywords: Cell proliferation. leishmaniasis, natural products, therapeutic alternative.

Avaliacdo da linfoproliferaciao de células mononucleares de pacientes com
leishmaniose cutanea frente a Libidibia ferrea

Resumo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca negligenciada que acomete majoritariamente populacdes
vulneraveis. Seu amp]n espectro de manifestagbes clinicas € relacionado ao tipo de resposta immoldgica produzida pelo
hospedeiro e a espécie de Leishmania envolvida. Nos tultimos anos, o uso de plantas medicinais vem sendo uma alternativa
terapéutica no tratamento de doencas infectoparasitirias. Esta pesquisa teve como objefivo avaliar as respostas
linfoproliferativas de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com leishmaniose cutinea (LC) antes
e apos tratamento e de individuos sadios. A resposta linfoproliferativa foi avaliada em culfura de células frente a estimulos da
fracio diclorometinica (DCM) obtida de Libidibia ferrea, Ghucantime® e phytohemagglutinin - PHA utilizando BrdlJ Ceil
Proliferation apés 72h de incubacio. Nas culturas tratadas com a fragio DCM foi observada em todos os grupos intensa indugdo
da linfoproliferagdo (p=0,0001), apresentando diferenca sigmficativa ao comparar com o fratamento convencional no grupo de
pacientes pos-tratamento (p<20,0135). Estes resultados sugerem que o composto organico desempenhou importante acio
indutora na linfoproliferacio ressaltando a importincia da continiidade com novos estudos a fim de avaliar sua atividade
imumomeodulatoria.

Palavras-chave: Proliferacio celular, leishmamose, produtos naturais, alternafiva terapéutica.
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Introduction

Amernican tegumentary leishmamiasis (ATL) 1s classified by
the World Health Organization (WHO) as a neglected tropical
disease (NTD). In Brazil, it is considered a public health
problem. whose case notification data from the Department of
Informatics of the National Health System (SINAN. 2019)
indicated 16.135 confirmed cases of ATL in 2019. The
northern region had the highest incidence, with 7,123 cases of
ATL in 2019, with 1.302 cases reported in the state of
Amazonas. ATL is a disease caused by intracellular protozoa
of the genus Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae),
with Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(Viamna.) gwyanensis and Leishmania (Vianna) braziliensis
being the main species that cause ATL in Brazil (Brasil, 2017).

In the Amazon, ATL mamfests itself in the cufaneous,
diffuse cutaneous and nmcosal forms, with cutaneous
leishmaniasis (CL) being the most prevalent in the state of
Amazonas (Brasil, 2017). CL is characterized by a diversity of
clinical forms., the lesions of which can be localized or
dissemunated. The variability of clinical presentations depend
on the species of Leishmania involved 1n the infection and the
development of the patient’s immune response (Brasil. 2017).

Regarding the mechamsms of immune regulation, there is
a dichotomry between Thl and Th2, since they induce
important cytokine profiles that are capable of defining the
clinical course of infection (Espir af al_, 2014). In this context,
the main man defense against leishmamiasis is its ability to
adjust the cell-mediated immwme response, which is
demonstrated by lymphoproliferation and the production of
high levels of IFM-y and TNF-o. making 1t capable of
controlling or even elimunating the parasite. Thus,
Iymphoproliferation is an important evaluation parameter, as it
demonstrates the ability of a given cell or group of cells to
proliferate in sifuations that may be adverse (Teixeira,
Texeira, Andrade, Barral-Netto. & Barral, 2006; Bacellar af
al., 2002).

For more than 50 vears, the drugs recommended by the
Brazilian Mimstry of Health for treating leishmamasis have
been composed of pentavalent antimonials (Sb™) (Carvalho ef
al., 2019). Despite their effectiveness. Sb™ presents a number
of problems, such as parenteral administration long duration
of treatment, high toxicity and high cost. Thus, many patients
who confract leishmaniasis abandon treatment, which is a
factor that favors the appearance of resistant strams (Pradhan,
Schwartz, Pafil. Grabbe, & Goldust, 2021).

Due to the high toxicity of the drugs that are currently used,
new therapeutic alternatives have been studied, and Libidibia
Jferrea 1s one of the candidates. It 1s a plant that belongs fo the
Fabaceae family, and is popularly known in Brazil as “pau-
ferro” or “jucad”. L farren has a multiplicity of therapeutic uses
and its different plant parts are used in the treatment of various
diseases. Therefore, given its medical importance, the
Brazilian Minsstry of Health has included tlus species i the
National List of Important Medicinal Plants for the Health
System and indicates that it has analgesic, antipyretic, anti-
inflammatory and/or antispasmodic (Brasil, 2006), and healing
and antioxidant properties (Carvalho, Sampaio, Aratjo, Pinto,
& Rocha, 2016; Falcdo er al., 2019).
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Antileishmanial activity was observed by Comandolli-
Wirepkowsk: ef al. (2017), who confirmed that L. farren
presented efficiency in the treatment of CL mn i vitro and in
vive experiments. In this sense, considering the therapeutic
relevance of L ferreq, this study aimed to evaluate the action
of a fraction obtained from the methanolic extract of L.
Jerrea on the lymphoproliferation of PBMC of people
exposed to Leishmania sp. and compare it fo those not
exposed, for the purpose of providing subsidies for new
Leishmaniasis treatment strategies.

Materials and Methods

Plant material and fractionation

Samples of the fiuit of L ferrea were collected in
Manaus, Amazonas, Brazil (3747 347S 60° 0°117 W). These
were deposited in the Herbarium of the National Institute for
Amazonian Research — INPA and identified under the
mumber 246150. The collected fruits were sorted and, after
removing the seeds. were dried, pulverized and extracted
with the solvents hexane and methanol (Comandolli-
Wirepkowski ef al, 2017). The dichloromethane fraction
(DCM) of the L. ferrea extract was obtained by liguid-licuid
partition. An aliquot of 20 g of methanoelic extract solubilized
in 200 ml. of HO:MeOH (9: 1) was used and extracted three
times with each of the solvents used i the partition (hexane
and dichloromethane). After this process, the fraction was
concentrated in a rotary evaporator (Y AMATO®).

Ethical aspects

This work was approved by the Ethics Committee for
Research with Human Beinps (CEP) of the Federal
University of Amaronas (UFAM) - CAAFTFAM:
20406319.2.0000.5020. All the volunteers who agreed fo
participate in the study signed the informed consent form

Sample population

The biological samples used in this study were obtained
from 30 people from the nmmnicipality of Rio Preto da Eva
(2% 41" 55" S, 50° 42' 3'W), Amaronas state, Brazil, who
sought treatment at a basic healthcare unit (UBS). in the
period from March to June 2020. The participants in this
study were divided into three groups: before treatment, after
treatment and negative control, according to Table 1.

All the primoinfected patients underwent a physical
exanunation and the diagnosis for CL was based on the
detection of Leishmania sp. amastigotes, from scarification
of the inner edge of the lesion and smears stained with rapid
the Panotic Kit (Laborclin™f). Samples of the edge of the
lesion of each patient were inoculated in NNN (Neal, Novy
and Nicolle) culture media for parasitological confirmation
of promastigote forms of the parasite.

Blood sampling and PBMC extraction

Around 8 mL of hepannized blood was collected from all
study parficipants. The blood samples were transferred to

o8
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centrifige fubes, diluted in complete EPMI (Roswell Park
Memorial Institute) medium at a 1:1 ratio and had § ml
Histopaque™ 1077 carefully added. The ftubes were
centrifuged at 2.200 rpm for 30 minutes. The peripheral
mononuclear cells (PBMCs) were collected and transferred to
centrifige tubes, washed twice with RPMI medium_ and then
centrifuged at 1.800 rpm for 10 minutes at 4 °C. The PBMCs
were resuspended mn 1 ml. of complete EPMI medium and
counted in the Neubauer chamber with the aid of Trypan blue.
The concentration of PBMCs was adjusted to 2 x 10° cells/mL
in complete RPMI medium

Table 1. Participants m the study from Fio Preto da Eva,
Amaronas, Brazil organized by group and the inclusion criteria
used in the research.

Group
Before treatment
{primoinfection)

Inclusion criteria
Untreated patients with first Leishmania
infection
Patients post Glucantime® treatment for
cutaneous leishmaniasis with healed lesions.

Blood collection of this group was performed
after full healing of the lesion and clinical
evaluation to ensure that the lesion was mo
longer active, at least 30 days and up to 12
months after treatment.

Healthy individuals,
manifestations or lesions
Leishmania spp.

The healthy individoals were from the
metropolitan  area of Manans, and
epidemiological questionnaire was applied to
ensure that these individuals had not been in
an endemic area in recent months.

The pumber of participants i each group was o= 10.

After
treatment

without  clinical
cansed by

Negative
control

In vitro cell stimulation assays

The PBMCs were transferred to culture microplates of flat-
bottomed 96-well plates; each well contaning 100 pI/PBMC
[2%10°]. The tests were individually carried out with the PBMC
samples from each participant. The wells of the muicroplates,
with 100 pL/well fr each test substance (final volume of 200
ugiwell), were organized in friplicate as follows: wells
contaiming cells stinmlated with phytohemagglutinin-PHA [10
pug/ml],  considered  the  positive  confrol  for
Iymphoproliferative response; wells without stimulation (with
only RPMI medium) were considered the negative control;
wells with cells treated with Glucantime® [100 pg/mL]; and
wells with cells treated with the DCM fraction [120 pg/ml].

Prior to this, both substances were diluted m EPMI
medmum. and the DCM fraction was first dissolved in DMS0-
dimethylsulfoxide (CH2).50 (1%). The PBMCs were
incubated for 72 h at 37 °C (5% COy; 95% humidity) and, after
18 hours of incubation. BrdU (5-bromo-2'-decxyuridine) [10
PM/mL]  was added. An  ELISA  (enzyme-linked
imnmnosorbent assay) colorimetric test was performed
according to the manufacturer’s instructions (BrdUU Cell
Proliferation ELISA Kit, Biotrak, Amersham UK).

Lymphoproliferation was evaluated based on the
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quanfification of BrdU incorporation, by means of the
average increase in optical  density  through
spectrophotometry (absorbance of 450 nm). Estimates of cell
proliferation were determined as a relative value between the
anthmetic mean of positive and negative control triplicates
(white, well with RPMI medium), in relation to wells with
stinmilated cells.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using GraphPad
Prism® software v.6.0 for Windows, for which the
significance (p=0.05) was calculated using parametric tests.
A one-way ANOVA statistical test was used for comparisons
among groups of study subjects and the Tukey test was used
for comparisons among the drug treatments.

Results and Discussion

During the treatment, epidenuoclogical investigations and
clinical evaluations were performed on the 20 patients
diagnosed with CL. Of these, ten were positive direct
examination primeinfected patients. and fen were patients
who had aclieved climcal cure, which was evaluated
according fo wound healing, affer ftreatment with
Glucantime®. There was a predominance of CL in males
(85%). and 76.47% were in the age group between 19 and 56
years. The higher prevalence of males, who are young and
are involved in forest extractivism are part of the
epidemiological profile of ATL in the Brazilian Amazon
(Figueira ef al., 2017; Hernandez & Nudes, 2019).

Regarding the CL lesions, 91.30% were ulcerated
lesions. with a mean size of 2.0 cm 62.86% of which were
located in the lower limbs and 13.04% mn the upper limbs and
trunk (Figure 1). Figueira ef al. (2017) also described a
higher prevalence of ulcerated lesions of the CL, as wellas a
high frequency of lesions in the lower limbs. However, the
study by Hernandez & Nufies (2019), also conducted with
patients living in the municipality of Rio Preto da Eva, in the
period from 2014 to 2016, found a lower number of lesions
m the lower limbs. In confrast, Sampaio ef al. (2009) and
Hernandez and Nudies (2019) noted a lugher frequency of
patients with CL lesions in the upper limbs. in the
numnicipalities of Rio Preto da Eva and Tefé mn the Amazonas
state, and in Brasilia, DF.

Of the 30 subjects involved in this study, monomiclear
cells from 21 participants (7 samples/group) were analyzed
in vifro. The lymphoproliferative response was expressed in
high rates (=60%) (Figure 2) of PBMCs in the primoinfected
(p=0.0873) (Figure 24), post-treatment (p=0.0135) (Figure
2B) and negative control (p=0.0624) (Fioure 2C) groups with
the stimulus by the DCM fraction conventional treatment
with Glucantime® and PHA mitogen.

The lyvmphoproliferation of PBMC was strongly positive
{100%) and significant in response to PHA mitogen (Figure
2) and was verified in all groups of participants. PHA
nufogen 15 commonly used as a lymphoproliferation
enhancer and has been used in other studies (Reis ef al.,
2009; Mohammadi. Duthie, Reed, Javadi, & Khamesipour,
2021).
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Figure 1. Clinical aspects of lesions in male patients
primoinfected with cutaneous leishmaniasis (CL) treated in
Rio Preto da Eva, Amazonas, Brazil. during March to May
2020. IM: Registration code.
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Figure 2. PBMC lymphoproliferation of participants evaluated
in Rio Preto da Eva. Amazonas state, Brazil. during March and
May 2020. A - primoinfected patients with cutaneous
leishmaniasis; B - post-treatment cutaneous leishmaniasis
patients; C - healthy people without cutaneous leishmaniasis.
DCM: dichloromethane fraction; PHA: phytohemagglutinin.
Vertical lines represent standard error. *Horizontal lines
represent statistical significance between treatments (p<0.005).
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The PBMC cultures from all the groups showed a
significant lymphoproliferative response (=77%: p<0.0007) to
the dichloromethane fraction (DCM) (Figure 2). In particular,
the group of post-treatment patients, in particular. presented
almost 100% proliferated cells induced by DCM. Thus, the
DCM fraction induced more cell proliferation than
Glucantime®, which was different to that observed for the
primoinfected and negative control groups. since the values
between the substances were equivalent.

This result of expressive lymphoproliferation may be
related to the therapeutic biological potential of the fraction of
L. ferrea obtained, whose antileishmanial activity was
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confirmed against L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis
and did not present cytotoxic effects in murine macrophages
(Comandolli-Wyrepkowski ef al., 2017). To date, the
mechanism of action of the pharmacological components of
L. farrea in vivo is not yet known. However. promising
effects of L. ferrea for the treatment of CL were observed by
Comandolli-Wyrepkowski et al. (2017). when submitting
Golden hamsters (Mesocricetus auratus) that were infected
with L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis to topical
treatment with a hydrogel containing the DCM fraction of L.
ferrea. Control of the growth of the CL lesions in animals
and low parasitic load in culture analyses were noted after
treatment.

The phytochemical prospecting of the extract of L. ferrea
showed the presence of phenolic compounds and flavonoids
in greater evidence (Comandolli-Wyrepkowski ef al.. 2017).
Phenolic compounds are recognized as being involved in
anfi-inflammatory and antioxidant activity. and act directly
on specialized cells of the immune system (Hakime-Silva er
al., 2013). Vila-Nova et al. (2012) demonstrated
leishmanicidal activity of the phenolic compound coumarin
(scoporone) isolated from Platymiscium floribundum, and of
the flavonoids (rutin and quercetin) that were isolated from
Dimorphandra gardneriana. These are both plants that are
native to the Caatinga biome of Brazil. and in this case were
against Leishmania infanfum, which are the protozoa that
cause visceral leishmaniasis. These compounds were able to
inhibit the enzyme acetyl-cholinesterase (AChE) and.
consequently, disrupt the biosynthesis of
phosphatidylcholine. an essential constituent of the surface
membranes of the parasite.

Among some of the important phenolic compounds
found in L. ferrea is gallic acid. Associating these phenolic
compounds and amphotericin B. Alves (2019) demonstrated
the activation of macrophages and a reduction in amastigotes
through macrophage. indicating therapeutic action and
activation of the immune response. and leading to the healing
of lesions in Mus musculus lineage BALB/c. Some studies
with herbal compounds, such as Campsiandra laurifolia
(Chagas, Henrique Miiller. Soares & Garcez, 2010).
Portulaca hirsutissima and Portulaca werdermannii (Costa
et al_. 2007), Nelumbo mucifera (Khan et al., 2016). did not
demonstrate direct action on the parasitic agent. but rather,
as potential anti-inflammatory treatments with high
immunomodulatory capacity in Leishmania sp. infections.

Considering the PBMCs exposed to Glucantime®, all the
groups had a high rate of lymphoproliferation in response to
Glucantime® (=70%: p<0.001) (Figure 2). The treatment of
CL with anfimonials promotes changes in the immune
response of the host. corroborating with the modulation of
the immmune system. increased the ability of direct
destruction or gradual elimination of the parasite (Brelaz-de-
Castro ef al.. 2012). The rate of cell proliferation of the
samples of PBMC exposed to Glucantime® from post-
treatment subjects (73%) (Figure 2B) was reasonably lower
than that of the samples of the primoinfected (79%) patients
{(Figure 2A). These data corroborate the findings of Toledo
et al. (2001), who also observed a decrease in
Ivmphoproliferative response after treatment, in PBMC
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stinmlated with total antigen of L (77} braziliensis. The authors
pointed out that in an i vive study, T cell stimmlation is
expected to decrease as treatment progresses to cure, since the
reduction in parasitic load can canse the mumber of responsive
T cells to decrease. It is worth remembering that in both
studies. blood collection of post-freatment patients was
performed at least 30 days after the end of Glucantime®
treatment.

The toxicity of meglumine antimoniate goes far beyond the
adverse effects on the vital organs of CL patients while being
treated. Lopez (2015) observed that antimoniate interfered in
the process of cell proliferation in addition to contributing
cytotoxic, genotoxic and mufagenic effects in human
leukocytes exposed fto  different concenfrations of
Glucantime®. Given this, the combination therapy of potential
drugs and antimoniate have mumerous advantages, such as
reduced toxicity, ease in the treatment regimen and reduced
development of resistance to this drug.

Lymphoproliferation is considered an important factor in
the control of infection or even in the elmunation of
Leishmania sp. (Brasil, 2017). Therefore, the discovery of
phvtopharmaceuticals with imommomodulatory capabilities
are crucial for the development of alternative treatments or for
combination with recommended drugs, in order to provide a
potential synergism and therapeutic success in treating
leishmamiasis. This study contributes to a more diligent look at
the importance of the immmnomodulatory effect of L farren
that may favor the healing of lesions in patients with CL.
Hcmever for the best elucidation of the regulation of
inflammation induced by the DCM fraction, it is necessary to
perform cytokine dosage to understand these immmune
mechansms.

Conclusion
These findings suggest that the orgamic fraction DCM
induced  stimulatory  action on  activation  and

Iymphoproliferation when incubated with the PBMC of patients
before and after treatment for CL. which may. af least in part,
be due to an imnmnomoedulatory response. This
imnmmomodulatory response needs to be highlighted and better
wvestigated in future trials in order to strengthen the data
presented here m order fo demonstrate which melecular
mechanisms are involved and the stinmlatory effect of the
immmne response cansed by the dichloromethane fraction of L.
farrea, a phytopharmaceufical candidate for the alternative
treatment of cutaneous leishmaniasis.
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