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RESUMO

Durante o tratamento anti-Leishmania pode ser observado resisténcia dos parasitos ao
medicamento, além de sinais severos de toxicidade. Portanto, novas alternativas terapéuticas
com baixa toxicidade e alta eficacia para o tratamento das leishmanioses sdo necessarias. Foi
demonstrado que nanoparticulas de o6xido de ferro exercem acdo anti-Leishmania por
aumentarem a permeabilidade da membrana dos parasitos, bem como por meio da indugao da
producdo de oxido nitrico pelos macrofagos infectados. Assim, foi hipotetizado que
nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina, um nanocomposito de 0xido de
ferro, poderiam exercer acdo antiparasitaria, contribuindo para o controle da doenca. Para
investigar tal hipotese, foi avaliado o efeito de nanoparticulas de maghemita encapsuladas com
polianilina sobre macrofagos infectados in vitro com espécies de Leishmania causadoras de
leishmaniose tegumentar. Inicialmente, células THP-1 foram diferenciadas em macrofagos pela
adicao de 12-miristato 7-phorbol acetato (PMA) ao meio de cultura. Em seguida, as células
foram infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis € L. (V.) guyanensis e tratadas
com 0,06 mg/mL de nanoparticulas de 0xido de ferro por 24 e 72 horas. Apos o tratamento, os
sobrenadantes da cultura foram coletados e as céelulas foram coradas com Instant-Prov. Em
seguida, as células THP-1 foram avaliadas por microscopia optica para analisar o indice de
infec¢ao, bem como o nimero de células aderentes e a porcentagem de células interagindo com
as nanoparticulas. Nos sobrenadantes da cultura, foram mensurados os niveis de 6xido nitrico
(NO) e de citocinas. Os niveis de NO foram determinados pelo método de Griess. Os niveis de
citocinas foram avaliados por citometria de fluxo. Além disso, a viabilidade dos parasitos foi
determinada pela contagem do numero de promastigotas que proliferaram de amastigotas
intracelulares. Os dados mostraram que o tratamento com as nanoparticulas nao alterou o indice
de infeccdo dos macrofagos, bem como ndo modificou a wviabilidade dos parasitos
intracelulares. Essa auséncia de efeito antiparasitario foi seguida de uma reduzida capacidade
de as nanoparticulas interagirem/penetrarem nas células parasitadas, tendo ocorrido um menor
percentual de células em contato com as nanoparticulas na presenca da infecgao. Contudo, as
nanoparticulas foram capazes de induzir a produgao de NO, bem como das citocinas IL-1p, IL-
6 e IL-10. Porém, os niveis produzidos foram insuficientes para alterar a carga parasitaria, bem
como a viabilidade dos parasitos intracelulares. Embora a ineficiéncia do tratamento em reduzir
a carga parasitaria possa ter sido ocasionada pela incapacidade de as nanoparticulas mduzirem
potentes mecanismos microbicidas nos macrofagos, a impossibilidade de interagirem ou

ingressarem nas células parasitadas pode ter sido a principal causa da auséncia de acéo
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antiparasitaria por parte de tais nanocompositos. Embora o estudo aqui apresentado ndo tenha
demonstrado agao antiparasitaria por parte das nanoparticulas de maghemita encapsuladas com
polianilina, foi possivel avangar no conhecimento da interagao entre nanoparticulas de 6xido
de ferro no contexto da infeccdo pelas leishmanias e ainda pensar novas possibilidades de

estudos in vitro e in vivo empregando tais nanoparticulas no contexto das leishmanioses.

Palavras-chave: 0xido de ferro, nanoparticulas, Leishmania, macrofagos, citocinas, o0xido
nitrico, viabilidade.
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ABSTRACT
During anti-Leishmania treatment, parasite resistance to the drug can be observed, in addition
to severe signs of toxicity. Therefore, new therapeutic alternatives with low toxicity and high
efficacy against Leishmania parasites are necessary. It has been shown that iron oxide
nanoparticles have a direct anti-Leishmania action by increasing the parasite membrane
permeability, as well as indirectly by inducing the production of nitric oxide (NO) by the
infected cells. Thus, it was hypothesized that polyaniline-encapsulated maghemite
nanoparticles, a nanocomposite of iron oxide, could exert antiparasitic action, contributing to
the control of Leishmania infection. To investigate this hypothesis, the effect of polyaniline-
encapsulated maghemite nanoparticles on macrophages infected in vitro with causative agents
of tegumentary leishmaniasis was evaluated. Initially, THP-1 cells were differentiated into
macrophages by the addition of 12-myristate 7-phorbol acetate (PMA) to the culture medium.
Then, cells were infected with L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (V.) guyanensis
and treated with 0.06 mg/mL of polyaniline-encapsulated maghemite nanoparticles for 24 and
72 hours. After treatment, culture supernatants were collected, and cells were stained with
Instant-Prov. Then, THP-1 cells were evaluated by optical microscopy to analyze the infection
index, as well as the number of adherent cells and the percentage of cells mteracting with
nanoparticles. In culture supernatants, NO and cytokine levels were measured. NO levels were
determined using Griess method. Cytokine levels were assessed by flow cytometry. In addition,
parasite viability was determined by counting the number of promastigotes that proliferated
from intracellular amastigotes. The data showed that the treatment with polyaniline-
encapsulated maghemite nanoparticles did not change the infection index, as well as the
viability of the intracellular parasites. This absence of antiparasitic effect was followed by a
reduced capacity for nanoparticles to interact or penetrate in parasitized cells. However,
nanoparticles were able to hyper modulate the production of NO, as well as the cytokines IL-
1B, IL-6 and IL-10. However, the levels produced were insufficient to alter the parasitic load,
as well as the viability of the intracellular parasites. Although the inefficiency of the treatment
in reducing the parasitic load may have been caused by the inability of the nanoparticles to
induce potent microbicidal mechanisms in the infected macrophages, the impossibility of
entering the intracellular microenvironment may have been the main cause of the absence of
antiparasitic action by such nanocomposites. Although the study presented here has not
demonstrated antiparasitic action on the part of polyaniline-encapsulated maghemite

nanoparticles, it allowed us to advance in the knowledge of the interaction between iron oxide
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nanoparticles during Leishmania infection and still think about new possibilities for in vitro and

in vivo studies employing such nanoparticles in the context of leishmaniasis.

Keywords: iron oxide, nanoparticles, Leishmania, macrophages, cytokines, nitric oxide,

viability.
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1. INTRODUCAO
1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas antropondticas e zoonodticas causadas por
aproximadamente 20 espécies de protozoarios intracelulares do género Leishmania
(HERWALDT, 1999; GABRIEL et al., 2019). Tais doencas estao amplamente distribuidas em
areas tropicais e subtropicais do mundo e sdo endémicas em 98 paises da Europa, Africa, Asia
e América (TORRES-GUERRERO et al., 2007; GABRIEL et al., 2019). No entanto, mais de
90% dos novos casos ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Colombia,
Etiopia, India, Ird, Peru, Suddo do Sul, Sudio e Siria (STEVERTING, 2017). A Organizacdo
Mundial da Saude (WHO) estima que 700.000 a 1.000.000 de novos casos ocorram anualmente
(WHO, 2020).

As fontes de transmissao de leishmanias sdo diversas, tendo em vista a grande variedade
de hospedeiros, bem como de reservatorios mamiferos domésticos e selvagens. Entretanto,
dependendo da espécie de parasito e vetor e da regiao geografica, as principais fontes de
transmissdo sdo os caninos, roedores ou humanos (GUREL et al., 2020; LORIA-CEVERA et
al., 2020). As leishmanias apresentam dois estagios morfologicos principais durante seu ciclo
de vida (Figura 1). Em um dos estagios os parasitos se apresentam como promastigotas, que
sdo movels, extracelulares e encontradas no hospedeiro invertebrado. Em outro estagio, se
apresentam como amastigotas, que sdo imoveis e encontradas no interior de células de
hospedeiros vertebrados (KAMHAWI et al., 2016; SUNTER et al., 2017). As promastigotas
sao flageladas e se multiplicam no intestino de flebotomineos dos géneros Lutzomyia, no Novo
Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo, e sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados pela
picada de fémeas infectadas durante o repasto sanguineo. Uma vez no hospedeiro vertebrado,
as promastigotas sdo interiorizadas por células do sistema monocitico/macrofagico e alojadas
em vacuolos parasitdforos (fagossomas), que posteriormente se fundem com lisossomas para
formar fagolisossomas contendo parasitos. Neste microambiente, as promastigotas se
transformam em amastigotas intracelulares de formato arredondado, perdem o flagelo e se
tornam imoveis (DOS SANTOS et al., 2019; GOSSAGE et al., 2003; MCGWIRE et al., 2013).
Dentro dos fagolisossomas, as amastigotas se multiplicam por divisdo simples, até que rompam
as células hospedeiras e infectem novas células. Apos a infeccdo e a multiplicagéo inicial dos
parasitos, as caracteristicas das leishmanias e do hospedeiro determinam a sintomatologia e a
extensdo da doenga (GUREL et al., 2020).
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Figura 1- Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania, agentes causadores das
leishmanioses.
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Fonte: Adaptado de ANVERSA et al., 2018

As manifestagoes clinicas das leishmanioses sao diversas e multifatoriais, dependendo de
interacdes complexas entre a espécie infectante, o estado imunologico do hospedeiro e de outros
fatores relacionados ao vetor e ao ambiente (ALVARENGA et al., 2018; DOS SANTOS et al.,
2019). E importante ressaltar que a biologia do vetor e a espécie de Leishmania, influenciam
no desfecho da doenca, sendo que uma tnica espécie de Leishmania pode produzir mais de uma
sindrome clinica e cada sindrome pode ser causada por muiltiplas espécies de Leishmania (DOS
SANTOS et al., 2019). Tradicionalmente, as leishmanioses sao classificadas de acordo com a

apresentacao clinica: a) leishmaniose visceral, e b) leishmaniose tegumentar (WHO, 2020).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, é a forma mais grave da
doenga e fatal em mais de 95% dos casos quando os pacientes nao recebem tratamento (DOS
SANTOS et al., 2019; SUNDAR & SINGH et al., 2018; WHO, 2020). Sao estimados que
ocorram anualmente cerca de 50.000 a 90.000 novos casos de leishmaniose visceral no mundo
(WHO, 2020). No velho mundo, a leishmaniose visceral é causada pela Leishmania (L.)
donovani na India, Paquistio, China e alguns paises no norte da Africa e Leishmania (L.)

infantum em alguns paises europeus e na regiao do Mediterraneo. No Novo Mundo, onde €
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endémica principalmente no Brasil, ¢ ocasionada pela Leishmania (L.) infantum (MCGWIRE
et al., 2013; WHO, 2020). Excepcionalmente, algumas espécies causadoras de leishmaniose
tegumentar podem visceralizar e causar LV, principalmente em pacientes imunossuprimidos
(VAN GRIENSVEN & DIRO, 2019). A leishmaniose visceral resulta da infeccio de fagocitos
do sistema reticuloendotelial devido a disseminacdo sistémica dos parasitos. Na leishmaniose
visceral, a proliferacio disseminada de parasitos nos macrofagos do figado, baco e medula
Ossea da origem a hepatoesplenomegalia progressiva e supressao da medula 0ssea, alem de
perda de peso, febre persistente e anemia. A menos que sejam tratados, ¢ comum que o0s
pacientes desenvolvam imunossupressdo severa e se tornem propensos a infecgdes por outros
microrganismos, com consequente obito (DOS SANTOS et al., 2019; MCGWIRE et al., 2013).
Embora a leishmaniose visceral seja a forma mais grave, a leishmaniose tegumentar representa

a maioria dos casos diagnosticados em seres humanos (DOS SANTOS et al., 2019).

1.2 A leishmaniose tegumentar no Brasil ¢ no mundo

A leishmaniose tegumentar ¢ prevalente em mais de 90 paises em todo o mundo (figura
2) com transmissao endémica comprovada em areas tropicais e subtropicais, incluindo areas
rurais, florestas tropicais, areas aridas, semiurbanas e areas urbanas (GABRIEL et al.,, 2019). A
Organizagao Mundial da Saude estima que ocorra anualmente 600.000 a 1.000.000 de casos
em todo o mundo (WHQO, 2020). No entanto, 70-75% dos casos surgem principalmente no
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Siria (WHO,
2020; HONG et al., 2020). Varias espécies de Leishmania, pertencentes a ambos os subgéneros
Leishmania e Viannia causam leishmaniose tegumentar em humanos, incluindo Leishmania
(L.) tropica, Leishmania (L.) major € Leishmania (L.) aethiopica no Velho Mundo, e
Leishmania (L.) mexicana, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) venezuelensis,
Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.) guvanensis, Leishmania
(V.) panamensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi
e Leishmania (V.) lindenberg no Novo Mundo (GABRIEL et al., 2019). Além disso, varios
casos atipicos de leishmaniose cutanea causadas por Leishmania (L.) infantum foram relatados

na Bacia do Mediterraneo e em paises da Ameérica Central e do Sul (HONG et al., 2020).
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Figura 2- Numero de casos de leishmaniose tegumentar no mundo reportado no ano de 2018

de acordo com a Organizagao Mundial de Saude.
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As cores representam o nimero médio de casos nesse periodo, e a faixa de cores varia de verde (0 casos)
a vinho (> 5.000). Regides que ndo possuem dados registrados foram representadas pela cor cinza
escuro, enquanto regides em que os dados nio se aplicam foram representadas pela cor em cinza claro
Fonte: Organizacdo Mundial da Saude,2018. Disponivel em:
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/GHO CL_2018.pdf?ua=1

Pelo menos sete espécies de Leishmania sdo responsaveis pela leishmaniose tegumentar
no Brasil, sendo as espécies Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (V.) guyanensis as principais por ordem de prevaléncia (MS, 2017; CARVALHO
et al., 2019). No Brasil em média, sao registrados cerca de 21.000 casos/ano, com coeficiente
de mcidéncia de 8,6 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A regido Norte apresenta o
maior coeficiente com 46,4 casos/100.000 habitantes, seguida das regides Centro-Oeste com
17,2 casos/10.000 habitantes e Nordeste com 8 casos/100.000 habitantes (Figura 3) (BRASIL,
2020).
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Figura 3- Casos de leishmaniose tegumentar por UF, de infeccao.

Fonte: SV5/MS.

As cores representam o nimero médio de casos nesse periodo, e a faixa de cores varia de amarelo (0-
100 casos) a vinho (1000-3129 casos). Regides que nio possuem casos registrados foram representadas
pela cor cinza claro. Fonte: Ministério da Saude do Brasil, 2019 Disponivel em:
https://antigo.saude.gov.br/images/pdf/2020/August/25/LT-Gr--ficos-e-Mapas.pdf.

1.3 Caracteristicas clinicas da leishmaniose tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) afeta predominantemente a pele dos individuos
infectados e dependendo da gravidade, do tipo de lesdo ou presenga de cicatriz pode influenciar
o estado psicologico das pessoas acometidas pela doenca, levando a piora da qualidade de vida,
rejeicao social e autodepreciagdo (BENNIS et al., 2018). A suscetibilidade a LT pode ser
influenciada pela desnutricdo, imunossupressao e base genética do hospedeiro (REITHINGER
et al., 2007). A leishmaniose tegumentar pode se apresentar como diferentes formas clinicas,
dentre elas a leishmaniose cutanea localizada (LCL), a leishmaniose cutanea difusa (LCD) e a

leishmaniose mucocutanea (LMC) (HONG et al., 2020; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

A leishmaniose cutanea localizada (LCL), é a manifestagdo mais comum e responsavel
por até 95% de todos os casos de LT. Se caracteriza pelo desenvolvimento de um tinico ou
pequeno nimero de lesdes nos locais de inoculagao do vetor que podem progredir gradualmente
em semanas ou meses, de papulas/ndodulos para lesdes ulceradas (DOS SANTOS et al., 2019;
HONG et al., 2020). O tamanho das lesdes é variavel, sendo que a parte inferior das lesdes

ulceradas apresenta tecido de granulacao, e a periferia rosa, e as vezes € coberta por uma
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pseudomembrana esbranquigada, e em alguns casos, uma secregéio abundante forma uma crosta
aderente. Geralmente, a lesdo ndo tem caracteristica dolorosa se ndo estiver infectada
secundariamente (REITHINGER et al., 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Em casos
esporadicos, podem ocorrer lesdes multiplas no corpo. Contudo, normalmente, as lesdes
cutaneas podem se resolver espontaneamente apds o estabelecimento eficaz da resposta immne
mediada por células. A cicatriza¢do espontanea deixa uma placa deprimida com pigmentagio e
telangiectasia desiguais, ou cicatrizes retrateis com centro hipopigmentado e periferia
hiperpigmentada, bem como deformidade local devido a grande destruicdo de tecido

(TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Ja a leishmaniose cutanea difusa (LCD) ¢ caracterizada pela auséncia de resposta aos
parasitos, que permite a disseminacao através dos tecidos, linfa e vias sanguineas. Isto faz com
que os individuos afetados desenvolvam lesdes na maior parte da pele (DOS SANTOS et al.,
2019; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Os pacientes com LCD sao frequentemente
refratarios ao tratamento e as lesdes nédo apresentam resolugéo espontanea (DOS SANTOS et
al.,2019; REITHINGER et al., 2007). Geralmente comeca com nodulos eritematosos duros e
placas lisas ou verrucosas infiltrativas marrom-avermelhadas que contém grande nimero de
parasitos, que podem ou nio ulcerar. Além disso, linfedema, linfadenopatia, mau estado geral
e febre podem ser observados (TORRES-GUERRERO et al., 2017). Menos de 5% dos
pacientes desenvolvem lesdo de mucosas (HONG et al.,2020). Entretanto, quando as mucosas
da orofaringe e nasofaringe estao envolvidas, nodulos dolorosos podem causar obstrucao das
vias aereas (TORRES-GUERRERO et al., 2017). A LCD esta amplamente associada &s
espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.)
mexicana e L. (L.) aethiopica e ocorre principalmente na Ameérica Central, America do Sul,
Quénia e Etiopia. Outras especies de Leishmania podem causar a forma difusa da doenca em
pacientes imunossuprimidos como, por exemplo, em pacientes co-infectados com o virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) (DOS SANTOS et al., 2019; HONG et al., 2020).

Na leishmaniose mucocutanea (LMC), que & responsavel por 1-10% dos casos de LT em
areas endémicas (DOS SANTOS et al., 2019; TORRES-GUERRERO et al., 2017), ocorre uma
exacerbada imunidade mediada por células, que apesar de controlar a proliferacio dos parasitos,
também promove intensa inflamagéo e destrui¢do dos tecidos (DOS SANTOS et al., 2019). Os
pacientes tratados para LCL podem manifestar LMC mais tarde, apos a resolucao aparente das

lesdes primarias (DOS SANTOS et al., 2019; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Mais de
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90% dos casos de LMC foram relatados no Brasil, Peru e Bolivia e, embora outras espécies
estejam associadas a esta manifestacdo, como L. (L.) major, L. (V.) panamensis, L. (L.)
tropica e L. (L.). infantum, a LMC tem sido comumente observada em infecc¢des por L. (V)
braziliensis (HONG et al., 2020). Os sinais clinicos variam de leve edema do nariz, labio
superior, palato e linfadenopatia local até mutilagdo grave com obstrucdo e/ou destruicdo do
nariz, faringe e laringe. No inicio da doenga, ocorre infiltragdo da mucosa com ulceragdes
superficiais. Posteriormente, quando as tulceras estdo bem desenvolvidas, suas bordas
apresentam aspecto necrotico. A Uvula, o palato e as amigdalas podem ser destruidos. Devido
a infeccdes superpostas, os ganglios linfaticos regionais podem aumentar e tornarem-se
doloridos. Quando a infeccdo € na cavidade nasal, pode ocorrer atrofia das conchas nasais e
destruicdo do septo cartilaginoso (TORRES-GUERRERO et al, 2017). A leishmaniose
mucocutanea niao se cura espontaneamente e é potencialmente fatal em funcao das infeccoes

bacterianas secundarias, incluindo pneumonia e tuberculose (HONG et al., 2020).

1.4 Papel da resposta imunitaria inata na leishmaniose tegumentar

Varios eventos ocorrem durante a interacdo patdogeno-hospedeiro durante a infeccao
causada pelas leishmanias, os quais ativam distintos componentes do sistema imunitario. Apos
a inoculagdo dos parasitos pelo vetor, um dos primeiros componentes ativados € o sistema
complemento. Contudo, a cobertura de lipofosfoglicano (LPG) das promastigotas impede a
destruicdo dos parasitos mediada pelo complemento. Por outro lado, a opsonizacdo das
leishmanias por componentes do complemento favorece a entrada dos parasitos nos fagocitos
por meio da fagocitose mediada pelo complemento (CUNNINGHAM, 2002; ROSSI & FASEL,
2018). Além de ativarem o complemento, as promastigotas atraem numerosas ceélulas
fagociticas para o ponto de moculagdo, que as interiorizam utilizando diversos receptores.
Nesse estagio inicial, componentes da saliva dos flebotomineos como mediadores anti-
hemostaticos, adenosina, peptideos antimicrobianos (AMP) e microrganismos intestinais,
desempenham papel essencial estimulando a quimioatracao dos fagdcitos, facilitando assim
entrada dos patogenos em suas células-alvo (DOS SANTOS et al., 2019; ROSSI & FASEL,
2018). Embora os macrofagos sejam a célula hospedeira primaria para as leishmanias,
numerosos neutrofilos, células dendriticas (DCs) e mondcitos sdo recrutados para o local da
infecgdo e podem ser infectados e ter importantes e distintos papéis durante a infeccao pelas
leishmanias (figura 4) (SCORZA et al., 2017; SCOTT & NOVAIS, 2016). Durante o repasto

sanguineo componentes presentes na microbiota intestinal dos flebotomineos estimulam a
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ativagdo do inflamassoma e liberacdo de IL-1P, uma potente citocina pro-inflamatoria, que
promove inflamacao e recrutamento precoce de neutrofilos (DOS SANTOS et al., 2019). Os
neutrofilos liberam granulos citoplasmaticos, além de sintetizar quimiocinas e citocinas que
podem propiciar o controle inicial da infec¢fo. Entretanto, embora alguns parasitos sejam
destruidos pelos mecanismos microbicidas dos neutréfilos, uma parte sobrevive no interior dos
neutrofilos até que sofram apoptose. Entdo, ao serem fagocitados pelos macrofagos, os
neutrofilos apoptoticos permitem a entrada silenciosa dos parasitos em suas celulas
hospedeiras, facilitando assim a invasao das celulas-alvo pelas leishmanias (DOS SANTOS et

al., 2019; SCORZA et al.,, 2017; SCOTT & NOVAIS, 2016).

Figura 4- Recrutamento de células do sistema imune inato na infe¢do por Leishmania
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Componentes derivados da saliva do flebotomineo como mediadores anti-hemostaticos, adenosina,

peptideos antimicrobianos (AMP) e micrdbios intestinais induzindo a ativagdo do inflamassoma e
liberacdo de IL-1P, que desempenha papel essencial estimulando a quimioatracdo de neutrofilos. (2) Os
neutréfilos liberam granulos citoplasmaticos, além de sintetizar quimiocinas e citocinas que podem
propiciar o controle inicial da infec¢do. Neutréfilos também podem recrutar células dendriticas para o
local da infeccdo através da liberagcdo de moléculas quimioatraentes para as DCs (ndo mostrado)
(3) Entretanto, alguns parasitos sobrevivem até que os neutrofilos sofram apoptose. Entdo, ao serem
fagocitados pelos macréfagos, os neutrofilos permitem a entrada silenciosa dos parasitos em suas células
hospedeiras, agindo como “Cavalos de Troéia”, facilitando assim a invasdo das células alvo pelas
leishmanias (4) Promastigotas livres e/ou opsonizadas pelo complemento também podem ser
internalizadas por macrofagos, onde se diferenciam em amastigotas. Fonte: Adaptado de DOS
SANTOS et al., 2019,
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Além dos aspectos citados anteriormente, os neutrofilos também podem recrutar células
dendriticas para o local da infecgo através da liberagao de moléculas quimioatraentes para as
DCs, tais como a quimiocina CCL3 que induz a maturacdo das células dendriticas
proporcionando uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa (SCOTT & NOVAIS., 2016).
As células dendriticas sdo importantes células apresentadoras de antigenos (APCs) que podem
desempenhar fungdes diretas e diversas na resposta imune, levando a ativacao dos linfocitos T,
bem como a tolerancia e a anergia (FEDJO et al, 2016). No contexto da leishmaniose
tegumentar, os conhecimentos atuais sdo baseados em grande parte nos resultados de estudos
sobre resisténcia e suscetibilidade a L. (L.) magjor em modelos murinos (SCOTT et al., 1988) e
varios estudos tém mostrado que as DCs podem desempenhar papel funcional dicotdomico na
modulacio da resposta imune do hospedeiro, afetando a resposta imune adaptativa e o desfecho
da doenga (GABRIEL et al., 2019; FELJO et al., 2016; SCOTT et al., 2016). Durante a
leishmaniose cutanea experimental, os monodcitos inflamatorios infiltrantes na pele
diferenciam-se localmente em DCs e subsequentemente migram para os linfonodos de
drenagem, onde induzem respostas polarizadas de linfocitos T CD47, com linfocitos Thl
participando do controle dos parasitos e linfocitos Th2 favorecendo sua proliferagao. Esse
controle mediado pelos linfocitos Thl ocorre pelo fato dessas células secretarem IFN-y, que
induz os macrofagos infectados a produzirem NO, um radical livre com propriedades
leishmanicidas. Ja os linfocitos Th2 favorecem o crescimento parasitario por secretarem
citocinas que desativam os macrofagos e induzem as células infectadas a produzirem
poliaminas que servem como indutores do crescimento parasitario (DOS SANTOS et al., 2019).
Assim, o microambiente inflamatorio da lesdo pele tem um papel importante em influenciar a

resposta dos linfocitos T e a progressao ou resolu¢ao da doenga (SCORZA et al., 2017).

Outro aspecto relevante € que antes do desenvolvimento dos linfocitos Thl, o interferon-
v (IFN-y) € produzido principalmente por celulas natural killers (NK). Essa citocina orunda
das células NK, além do potencial acio leishmanicida direta, aumenta a producdo de IL-12
pelas DCs ativadas, o que auxilia o desenvolvimento de linfocitos com perfil T auxiliar do tipo
1 (Thl). Os mondcitos também sdo recrutados do sangue para as lesdes causadas pelas
leishmanias por meio de quimiocinas com afinidade pelo CCR2. Mondcitos recrutados para o
local da inoculacdo intradérmica de Leishmania podem se diferenciar localmente em células
dendriticas ou macrofagos. Diferentemente dos neutrofilos, os mondcitos inflamatorios sao
eficientes em matar os parasitos por produzirem espécies reativas de oxigénio (ROS) (LORIA-

CERVERA & NARVAEY, 2020; SCORZA et al., 2017; SCOTT & NOVAIS, 2016). Outra
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célula do sistema imunitério inato relevante no contexto das leishmanioses sdo os macrofagos,
que sdo as principais células hospedeiras das leishmanias, sendo importante para o
estabelecimento da infeccdo e persisténcia dos parasitos. Tais células sdao fagocitos
especializados na eliminacdo de patdogenos intracelulares (SCOTT & NOVAIS, 2016;
PODINOVSKAIA et al., 2015; ROSSI & FASEL, 2018). O reconhecimento e a interiorizagao
de microrganismos pelos macrofagos ocorrem por meio de: a) receptores para padrdes
moleculares de patdogenos (PAMPs), que se ligam diretamente a antigenos expressos na
superficie de microrganismos, e b) receptores para opsoninas, que se ligam a moléculas do
hospedeiro que se depositaram na superficie dos patogenos (ADEREM & UNDERHIL, 1999;
UNDERHILL & OZINSKY, 2002). No caso das leishmanias, os receptores tipo Toll (TLRs),
reconhecem distintos antigenos expressos na superficie dos parasitos. Tais receptores
desempenham diferentes papéis e frequentemente especificos para cada espécie de Leishmania,
adicionando complexidade e diversidade aos seus papéis no contexto das leishmanioses, mas
possivelmente explicando diferentes desfechos clinicos que vao desde a depuragdo ate a
patologia exacerbada (ROSSI & FASEL, 2018). O reconhecimento dos parasitos pelos
macrofagos tambeém dispara sua interiorizacao. A fagocitose das leishmanias em macrofagos €
mediada tanto por receptores para PAMPs quanto para opsoninas e envolve principalmente o
receptor de manose, o receptor de complemento do tipo 3 (CR3), o receptor de complemento
do tipo 1 (CR1), os receptores para porcao Fc de IgG, em particular (FcyRII-B2) e os receptores
de fibronectina (FnRs) (PODINOVSKAIA et al., 2015; UENO & WILSON, 2012). Apos a
fagocitose, os macrofagos confinam as leishmanias nos fagolisossomas, que € uma organela

repleta de enzimas liticas e com baixo pH.

Nas primeiras horas da infeccio, a resposta anti-Leishmania mais eficaz por parte dos
macrofagos é a producio de espécies reativas de oxigénio (ROS), um processo rigidamente
regulado que visa matar o patogeno invasor sem danificar a célula hospedeira (LOROA-
CERVERA et al, 2020; ROSSI & FASEL, 2018; PODINOVSKAIA et al., 2015). Mais
tardiamente, os macrofagos produzem espécies reativas de nitrogénio (RNS), que sdo moléculas
dotadas de potente a¢io leishmanicida, sendo extremamente importantes para o controle da
infeccao pela Leishmania (DOS SANTOS et al., 2019). Duas importantes enzimas envolvidas
na producgio de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio em macréfagos sio a NADPH
oxidase 2 (NOX2) e a sintase do Oxido nitrico induzivel (iNOS), que produzem anion
superoxido (077) e oxido nitrico (NO), respectivamente (ROSSI & FASEL, 2018). Tais enzimas

encontram-se expressas em grande quantidade em macrofagos M1 (figura 5), que séo células
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ativadas por citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e TNF-o (GABRIEL et al., 2019). A
NADPH oxidase catalisa a geragdo do énion superoxido (O;) a partir do O, e NADPH
(ABDAL et al, 2017) Tal molécula exerce agao anti-Leishmania por inativar enzimas dos
parasitos e danificar o patogeno por meio da peroxidagio lipidica (ABDAL et al., 2017). O
anion superoxido ¢ um radical livre com vida biologica curta devido a sua rapida reducgéo em
peroxido de hidrogénio (H 202), um radical livre que também possui agdo leishmanicida
(ABDAL et al., 2017). Ja a sintese do oxido nitrico, uma das principais moléculas
leishmanicidas conhecidas, ¢ catalisada pela INOS que metaboliza a L-arginina para gerar L-
citrulina e 6xido nitrico (ABDAL et al., 2017; LOROA-CERVERA et al., 2020). A toxicidade
do NO para as leishmanias resulta de sua agdo sobre diversas proteinas como a gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e metaloproteases como a aconitase e a cisteina proteinase.
O NO também altera a regulacdo pos-traducional das proteinas dos parasitos, pois a0 reagir
com residuos de tiol (-SH) leva a formacao de nitrosotiois (R-SNQO), afetando profundamente
a funcéo da proteina alvo e, portanto, a sintese de proteinas pelos parasitos (VALE-COSTA,

2013).

Ao longo da coevolugao com os hospedeiros, as leishmanias desenvolveram varias
estratégias para escapar dos mecanismos microbicidas dos macrofagos. Apos a fagocitose, o
LPG das leishmanias retarda a fusdo fagolisossomal e permite que as promastigotas se
diferenciem em amastigotas, que sdo dotadas de maior resisténcia ao ambiente acido dos
fagolisossomas (CUNNINGHAM et al, 2002; ROSSI & FASEL, 2018). O escudo de
lipofosfoglicano (LPG) também protege os parasitos das espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio e, ainda retarda a montagem de NOX2 na superficie do fagossoma, suspendendo a
producao de Oy O estresse oxidativo também pode ser inibido pela metaloprotease gp63, que
interfere nas vias de sinalizacdo de macrofagos que levam a indugdo de NOX2 e INOS (ROSSI
& FASEL, 2018). Por outro lado, quando espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao geradas,
as leishmanias secretam peroxidoxinas (LePxnl e 2) e superoxido dismutase, que neutralizam
as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio liberadas no fagolisossoma (OLIVIER et al.,
2005). Além disso, a infecgdo pelas leishmanias pode induzir a polarizacao dos macrofagos
para um fenotipo M2 (figura 5), que expressa arginase, enzima que compete com a INOS e
metaboliza a L-arginina para gerar nutrientes essenciais para os parasitos, como as poliaminas,
favorecendo a sobrevivéncia e o crescimento parasitirio (GABRIEL et al., 2019; LORIA-
CERVERA).
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Figura 5- Polarizacdo de macrofagos no contexto das leishmanioses.
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Em (A) Macrofagos ativados por citocinas pro-inflamatorias (M1), como IFN-y e TNF-a, apresentam
expressdo aumentada de iNOS, ROS e baixa expressdo de arginase e geram 0xido nitrico que medeia a
destruiciio dos parasitos. (B) Macrofagos ativados por citocinas anti-inflamatérias (M2), como IL-4, 1L-
1, IL-10 e TGF-p, apresentam baixa expressio de iNOS, ROS e expressdo elevada de arginase e geram
poliaminas que estimula a sobrevivéncia e proliferacdo dos parasitos. Fonte :Adaptado de DOS
SANTOS et al., 2019,

Assim, o escape do parasitdrio da resposta imunitaria inata induz a ativacao da resposta

imune adaptativa.

1.5 Papel da resposta imunitaria adaptativa na leishmaniose tegumentar

E geralmente aceito que a prote¢do contra as leishmanias esta associada a imunidade
celular (ROSTAMIAN et al., 2019; SACKS et al., 2002). No entanto, a resposta humoral é uma
parte importante da imunidade contra patogenos. Essas respostas sio mediadas por anticorpos
que desempenham varias fungdes, como opsonizacgio, citotoxicidade e liberacdo de mediadores
inflamatorios (ROSTAMIAN et al., 2019). Os linfocitos B sao responsaveis pela geracao de
anticorpos antigeno-especificos e, por serem células apresentadoras de antigenos (APCs)
também podem desempenhar um papel na ativacao dos linfocitos T (GABRIEL et al., 2019). O
papel da resposta humoral no contexto das leishmanioses ainda é desafiador, pois ha tanto
relatos de que linfocitos B podem ter efeitos prejudiciais, quanto efeitos benéficos em infeccdes
pela Leishmania (GABRIEL et al., 2019; GONCALVES et al., 2020; ROSTAMIAN et al.,
2019). Alguns estudos em modelos murinos sugerem que os linfocitos B podem estar
envolvidos na exacerbagao das infeccdes por Leishmania, incluindo doengas cutaneas causadas

por Leishmania (L.) tropica, L. (L.) mexicana, L. (L.) major, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
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amazonensis. Entretanto, mecanismo subjacente ainda ¢ desconhecido (FIRMINO-CRUZ et
al., 2020; GONCALVES et al, 2019). Um ensaio da infeccao por L. (L.) amazonensis em
camundongos JhD, que ndo produzem linfocitos B, mostrou que os anticorpos estao
relacionados a exacerbacido da infec¢io e que os linfocitos B podem estar relacionados ao
aumento da patologia. Neste estudo, os camundongos apresentaram desenvolvimento mais
lento da infeccdo e lesdes de tamanhos menores que os camundongos BALB/c (WANASEN et
al., 2008). Alem disso, tem sido relatado que anticorpos anti-Leisfunania contribuem para a
progressdo da leishmaniose através da produgdo de IL-10 a partir de macrofagos (FIRMINO-
CRUZ et al., 2020). Em humanos ja foi demonstrado que as manifestagdes clinicas associadas
a leishmaniose tegumentar sdo amplamente influenciadas pela amplitude da resposta imune do
hospedeiro contra a infeccido pela Leishmania ¢ essas respostas podem ser protetoras ou
patologicas. Por um lado, os pacientes podem desenvolver uma forte imunidade celular,
controlando a proliferacao do parasito, enquanto, por outro, uma resposta predominantemente
baseada na imunidade humoral (altos niveis de anticorpos anti-Leishmania) pode promover
mntensa proliferacao das leishmanias (DOS SANTOS et al., 2019; GONCALVES et al., 2019).
Em contraste, o papel benéfico da resposta humoral na infec¢éo pela Leishmania em seres
humanos também foi descrito em alguns estudos. Foi demonstrado que o isotipo IgG2a esta
associado com controle da leishmaniose, enquanto o isotipo IgGl estd associado com a

progressao da doenca (ROSTAMIAN et al., 2019).

Diferentemente da imunidade humoral, o papel da imunidade celular contra as
leishmanias ja é mais amplamente estabelecido. De maneira geral, a resposta imunitaria
adaptativa contra as leishmanias é fortemente marcada pela expansdo e diferenciacao de
linfocitos T CD4*. A maior parte dos conhecimentos acerca da imunidade adaptativa na
leishmaniose tegumentar siao provenientes dos estudos de infecgoes em modelos murinos
infectados com L. (L.) major (SACKS et al., 2002; SCORZA et al., 2017; SCOTT et al., 1988).
Baseado nesses estudos, foi amplamente difundido o conceito de que a populacio de linfocitos
T auxiliares tipo 1 (Thl) estdo associados a resisténcia contra os parasitos e estd associada ao
desenvolvimento de potente resposta imune celular, enquanto a populagao de linfocitos T
auxiliares tipo 2 (Th2) esta relacionada com a suscetibilidade a infecgdo pela Leishmania, e ao
desenvolvimento da imunidade humoral e produgdo de anticorpos contra os parasitos
(BACELLAR, 2002; DOS SANTOS, et al., 201 ; OSERO et al., 2020; SACKS et al., 2002).

O ambiente de citocinas criado pelos linfocitos T CD4 auxiliares tipo 1 (Thl) é

caracterizado por uma resposta pro-inflamatoria vigorosa e um microambiente rico nas
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citocinas IFN-y, TNF-q, IL-1f, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23. Em funcao disso, ocorre aumento
da produgio de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
pelos macrofagos infectados. Ha ainda fagocitose aumentada, que em conjunto com as demais
modifica¢des imunologicas induzidas pelos linfocitos Thl, leva a destruicao dos parasitos e ao
controle da infeccdo (GABRIEL et al 2019; DOS SANTOS., et al 2019). Por outro lado, durante
a infeccdo pelas leishmanias, o microambiente anti-inflamatorio criado pelos linfocitos T
auxiliares tipo 2 (Th2) torna-se rico nas citocinas I1L-4, IL-13, IL-10 e fator de transformacao
do crescimento beta (TGF-f). Tal microambiente acarreta atividade aumentada de arginase nos
macrofagos infectados, biossintese de poliaminas e regulacio negativa mediada pela IL-21 de
INOS e TNF-o, favorecendo a proliferacao intracelular dos parasitos ¢ a progressao da doenca
(Figura 6) (GHORBANI et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019; MASPI et al., 2016; OSERO
et al., 2020).

Figura 6 - Vias imunologicas na leishmaniose tegumentar
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Apos a entrada do parasito, as APCs (macrofagos e células dendriticas) sdo estimuladas a produzir
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-12. Essas citocinas promovem a diferenciacdo Thl e a produgio
de IFN-y leva a ativagdo de macrdéfagos e morte dos parasitos pela produgdo de NO. Por outro lado, as
citocinas anti-inflamatorias como a IL-4 produzida por diferentes celulas imunologicas, promovem a
diferenciacdo Th2 que leva & regulacdo positiva da biossintese poliaminas pela arginase, que inibe a
atividade leishmanicida de macréfagos e permite a sobrevivéncia prolongada dos parasitos. Na presenca

about:blank

25/08/2021 10:45



Firefox

34 of 95

32

de TGF-B, IL-6, IL-1p existe diferenciacdo Th17 e producdo de IL.-17, uma citocina inflamatdria que
medeia patogénese e desenvolvimento de lesdes na leishmaniose. Os linfocitos T reguladores (Treg) sdo
responsaveis pela producdo de citocinas, como IL-10 e/ou TGF-B, que contribuem para a progressio ou
remissdo da doenca dependendo da espécie de Leishmania. Fonte: Adaptado de MASPI et al., 2016.

O papel de outras subpopulagoes de linfocitos T na patogénese das leishmanioses, como
linfocitos T citotoxicos (TCD8™), linfocitos Th17 e linfocitos T reguladores (Treg) também tem
sido descrito. Estudos tem demonstrado que os linfocitos T CD8™ podem cooperar para a defesa
contra a infecco pela Leishmania. Na ativacio inicial dos linfocitos Thl, os linfoeitos TCD8*
produzem IFN-y nos linfonodos e ativam as células dendriticas para que produzam interleucina-
12, uma citocina necessaria a diferenciacao dos linfocitos Thl e supressao dos linfocitos Th2
(ROSSI & FASEL, 2018; SCOTT & NOVAIS, 2016). Em modelo murino experimental
também foi observado que linfocitos T CDS8' foram necessarios para promover o
desenvolvimento de linfocitos Thl apos um indculo infeccioso baixo (ROSSI & FASEL, 2018).
Por outro lado, os linfocitos T CD8™ podem desempenhar também um papel patogénico. Ja foi
observado que linfocitos T CD8* que respondem aos antigenos de Leishmania promovem
citotoxicidade mediada por granulos na pele e induzem a morte das células-alvo. As células
mortas liberaram parasitos e padroes moleculares associados a danos (DAMPS) que
acarretaram na disseminacdo dos parasitos e inflamacdo severa (ROSSI & FASEL, 2018).
Outro aspecto que também ja foi demonstrado € que a propor¢ao de linfocitos TCD8™ aumenta
em pacientes infectados com L. (V.) braziliensis conforme a doenca progride de lesdes sem
ulceracéo para lesdes ulceradas, sugerindo um possivel papel de tais linfocitos na patogenia da

doenga (ROSSI & FASEL, 2018; SCOTT & NOVAIS, 2016).

Outro aspecto que também tem sido investigado ¢é o papel dos linfocitos Th17. Tem sido
sugerido que esses linfocitos participam da regulacdo do balanco de citocinas inflamatorias,
modulando a imunidade adaptativa, secretando citocinas que contribuem para o recrutamento
de celulas inflamatorias (GHORBANI et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2019). O interesse nos
linfocitos Th17 permanece focado principalmente na sua capacidade de produzir IL-17, embora
tal citocina também seja produzida por outras células, como linfocitos T CD8™ e neutrofilos
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). A IL-17 é uma citocina pro-inflamatoria
que age sobre uma variedade de células, tais como fibroblastos, macréfagos e células
endoteliais, estimulando a produgéo de mediadores inflamatorios, incluindo IL-1f, IL-6, TNF-
o e quimiocinas que colaboram para potencializar a reacao inflamatoria (GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al.,, 2017; KOSTKA et al., 200). A inducio de mediadores inflamatorios
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pela IL-17, também contribui para o recrutamento de neutrofilos, e tal propriedade tem sido
considerada benéfica nos estagios iniciais da infecgdo experimental pela Leishmania
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). No entanto, foi observado progressiao das
lesbes cutaneas relacionada ao recrutamento de neutrofilos mediado por IL-17 em
camundongos BALB/c infectados por L. (L.) major e a auséncia de IL-17 nesses animais
determinou uma evolu¢do mais branda da doenca (KOSTKA et al., 2009). De forma
semelhante, os niveis de IL-17 se correlacionam positivamente com a resposta inflamatoria na

pele de pacientes com leishmaniose cutanea e mucosa (SCOTT & NOVAIS., 2016).

O papel dos linfocitos T reguladores (Treg) no contexto das leishmanioses também tem
sido investigado. Tais células produzem citocinas como a IL-10 e/ou TGF-B, que foram
relacionadas a manutengao da laténcia dos parasitos, resisténcia ao tratamento anti-Leishmania
e recidiva da doenga, tanto em modelos murinos quanto em seres humanos. (MASPI et al.,

2016; ROSSI & FASEL, 2018).

Em pacientes com leishmaniose tegumentar tem sido demonstrado que a resposta de
linfocitos T varia em funcéo da forma clinica apresentada. Em individuos com leishmaniose
cutanea localizada (LCL) ha resposta vigorosa que pode variar de predominantemente do tipo
1 a uma resposta mista do tipo 1 e do tipo 2 (SCORZA et al., 2017). Ja os pacientes com
leishmaniose mucocutanea (LMC) parecem apresentar resposta do tipo 1 exacerbada, ja que foi
observado alta producao de TNF-a e IFN-y em culturas de células mononucleares derivadas de
pacientes apos estimulagao com antigeno de Leishmania (SCORZA et al., 2017). Essa resposta
¢ fracamente regulada pela IL-10 e o TGF-pB, que sdo citocinas supressoras das fungdes dos
linfocitos e dos macrofagos, fazendo com que uma resposta Thl, considerada protetora contra
as leishmanias, seja patogénica no contexto da LMC (BACELLAR et al.. 2002). Também tem
sido hipotetizado que os linfocitos Th17 tenham um papel patogénico na LMC, ja que lesdes
de pacientes com essa forma clinica de leishmaniose apresentaram maior expressao de IL-17
do que lesdes de pacientes com LCL (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017,
SCOTT & NOVAIS, 2016). Assim, acredita-se que na LMC, a proporcao de citocinas
inflamatorias para regulatérias é distorcida em direcdo ao polo inflamatdrio e que essa resposta
inflamatoria desregulada em face da atividade regulatoria ineficiente conduza a destruigao
tecidual observada na LMC. Diferentemente, os pacientes com leishmaniose cutanea difusa
(LCD) apresentam lesdes com redugao significativa do nimero de células produtoras de IFN-y
e IL-12. Além disso, ja foi observado também que os pacientes com LCD tém menos células

NK circulantes e lesionais do que os pacientes com LCL, e as células NK secretam menos IFN-
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vy e TNF-a, (SCORZA et al, 2017), que como mencionado previamente, sdo citocinas que
desempenham um importante papel no controle da infeccao parasitaria. Essa falta de resposta
de defesa apropriada contra as leishmanias tem sido considerada a causa da alta carga parasitaria

apresentada pelos pacientes portadores de LCD.

1.6 Tratamento convencional da leishmaniose tegumentar

Para interromper a replicagdo parasitaria e a inflamagao resultante que ocasiona destruicao
tecidual, os pacientes com leishmaniose sdo submetidos a terapéutica antiparasitaria. Depois de
confirmado o diagnostico da infeccdo pela Leishmania, o paciente inicia o tratamento da
doenga, que objetiva a destruicio dos parasitos intracelulares e extracelulares. De acordo com
as recomendacdes da Organizagao Mundial da Saude, o tratamento de primeira escolha para a
leishmaniose tegumentar sdo os antimoniais pentavalentes (Sb **), que sdo comercializados na
forma de antimoniato de meglumina (MA) e o estibogluconato de sodio (SSG). O antiménio é
um metaldide que gera varios efeitos bioldgicos nas células e tecidos e seu uso terapéutico é
utilizado hé séculos (BEBERT et al., 2018; FREZARD et al., 2009; MINODIER et al., 2007,
BRASIL, 2017). Desde a década de 40, o antimoniato de meglumina (MA) continua sendo o
unico antimonial disponivel para o tratamento de primeira ou segunda linha contra todas as
formas de leishmaniose tegumentar no Brasil. Atualmente, antimoniato de meglumina ¢
comercializado no Brasil exclusivamente pela Sanofi-Aventis Farmacéutica sob o nome
comercial Glucantime® e estd disponivel em todo o Sistema Unico de Saude (SUS)
(CARVALHO et al,2019; BRASIL, 2017). O regime terapéutico padrio para adultos e
criancas depende da espécie de Leishmania e das caracteristicas clinicas da leishmaniose
tegumentar, variando de 10 a 20 mg (Sb°") /kg/dia, administrado durante 20-30 dias
consecutivos, por via intravenosa ou intramuscular, com tratamento repetido se necessério, o
que atribui custo elevado para a terapia (CARVALHO et al., 2019). Além do protocolo
anteriormente mencionado, em 2010, a Organizacdo Mundial da Sande (OMS) recomendou a
inclusdo de tratamentos locais e topicos de antimoniato de meglumina entre as alternativas
terapéuticas aceitaveis para leishmaniose tegumentar nas Ameéricas, sendo essa aplicacao
restrita para a forma clinica da leishmaniose cutanea localizada. No Brasil a aplicagdo de MA
intralesional e recomendada de uma a trés aplicagdes, por via subcutanea, utilizando
aproximadamente, 5 ml por sessao, com intervalo de 15 em 15 dias. (BRASIL, 2017; BRITO
et al.,2019). Embora os antimoniais sejam razoavelmente eficazes com taxas de cura clinica

tipicamente na faixa de 60-90% (CARVALHO et al., 2019), apresentam varias limitagoes,
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incluindo efeitos colaterais graves e resisténcia dos parasitos ao medicamento (CARVALHO
et al, 2019; FREZARD et al, 2009; GHORBARNI et al., 2018). O tratamento terapéutico com
antimonio costuma ser acompanhada por dor local durante as inje¢des intramusculares e por
efeitos colaterais sistémicos, exigindo supervisdo médica muito cuidadosa. Os efeitos colaterais
tipicos incluem nausea, vomito, fraqueza, mialgia, colica abdominal, diarreia, erupgoes
cutaneas, até severas alteracdes cardiacas, renais, hepaticas e pancredticas, que podem colocar
em risco a vida dos pacientes. No tratamento intralesional pode ocorrer dor no local da lesdo e
os mesmos efeitos adversos do tratamento sistémico, porem de grau leve a moderado

(BRASIL,2017; FREZARD et al., 2009; PONTE-SUCRE et al., 2017).

Nao havendo resposta satisfatoria com o tratamento pelo MA, as drogas de segunda escolha
sdo a anfotericina B, miltefosina e as pentamidinas. (BRASIL, 2017; GALVIS et al., 2020). No
Brasil, o desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal sdo consideradas como
droga de primeira escolha no tratamento de gestantes e paciente coinfectados com virus da
imunodeficiéncia humana, e de segunda escolha quando ha impossibilidade do uso do
antimonial pentavalente em pacientes com histérico de doencas cardiacas, renais e resistentes
ao tratamento pelo MA. Os efeitos adversos mais frequentes sao febre, cefaleia, tremores,
cianose, hipotensdo, hipomagnesemia, distirbio de comportamento, calafrios, nauseas,
vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infusdo. Outros efeitos adversos importantes sao
anorexia, comprometimento da fungdo renal, anemia, leucopenia e alteragdes cardiacas.
Quando ha necessidade de uso sequencial do desoxicolato de anfotericina B apo6s antimoniato
de meglumina, recomenda-se que o desoxicolato de anfotericina B seja iniciado somente apds
14 dias do término do tratamento com o antimoniato, para evitar toxicidade cardiaca grave. Ja
a recomendacdo do uso de anfotericina B lipossomal é baseada na pratica clinica com a
leishmaniose visceral, que tem utilizado dose variavel de 18 a 40 mg/kg, possui efeitos adversos
semelhantes aos observados com a desoxicolato de anfotericina B, mas com menor frequéncia
e intensidade (BRASIL.,2017). No entanto, o custo desse medicamento pode ser uma limitagao

em paises em desenvolvimento (CARVALHO. et al 2019; GALVIS et al., 2020).

As pentamidinas vém sendo utilizadas como drogas de segunda escolha no tratamento da
leishmaniose tegumentar ¢ visceral em areas endémicas dos continentes americano, asiatico ¢
africano (CARVALHO et al,, 2019; CHAKRAVARTY et al.,, 2019). As reagdes adversas mais
frequentes sdo dor, induracado e abscessos estéreis, se aplicacao intramuscular, além de nauseas,
vomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia, hipotensao, lipotimias, sincope, hipoglicemia e

hiperglicemia. O diabetes mellitus pode se manifestar a partir da administragdo da dose total de
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2 g. O efeito diabetogénico ¢é dose dependente. Devido ao medicamento ter agio toxica aguda
sobre as células beta-pancreatica, pode haver hipoglicemia durante o tratamento ¢ diabetes
mellitus tardio (BRASIL., 2017). Recomenda-se a administragao de 2,5 mg/kg/dia, por via oral,

dividida em 2 a 3 doses por dia, até o limite de 150 mg/dia (3 capsulas/dia).

Outra forma alternativa para o tratamento da leishmaniose tegumentar ¢ a miltefosina,
medicamento indicado para cancer, porém, € reportado em literatura efetividade em algumas
espécies de Leishmania, especialmente L. (V) guvanensis, L. (V.) braziliensis e L. (V)
panamensis (CHAKRAVARTY et al, 2019; BRASIL.2018). No Brasil recomenda-se a
administracao de 2,5 mg/kg/dia, por via oral, dividida em 2 a 3 doses por dia, até o limite de
150 mg/dia (3 capsulas/dia), o medicamento ¢ contraindicado em pacientes que apresentem

danos graves e pré-existentes da fungao hepatica ou renal (BRASIL,2018).

Alguns esquemas terapéuticos alternativos também tem sido utilizados para os casos
refratarios ou com contraindicagdes aos esquemas tradicionais, tais como: associagao do
antimonial pentavalente e pentoxifilina, ou antimonial pentavalente e alopurinol, antimonial
pentavalente e sulfato de aminosidina, antimonial pentavalente e sulfato de paramomicina,
antimonial pentavalente com fonte de terapia térmica, com diferentes métodos incliindo
radiofrequéncia, ultrassom, infravermelho, termoterapia de cristalizacdo exotérmica e

microondas (CHAKRAVARTY et al., 2019; BRASIL, 2017; STADAT et al ., 2021).

Além das problematicas de toxicidade citadas anteriormente, o aparecimento de resisténcia
aos medicamentos € outro problema importante no tratamento desta doenca. Outras condigoes
também resultam em falha terapéutica como baixa adesdo ao tratamento devido aos efeitos
colaterais e tratamento prolongado, mutacdes genéticas dos parasitos que reduzem a resposta
aos medicamentos, suscetibilidade distinta aos medicamentos das diferentes espécies de
Leishmania, estado imunologico do hospedeiro, que pode estar imunossuprimido em funcgao de
coinfecgdes e desnutricdo, e mudancas ambientais que favorecam a selegdo ou disseminagao
de parasitos resistentes (HALDAR et al, 2011; GHORBARNI et al., 2018; PONTE-SUCRE et
al., 2017). Além disso, pobre resposta terapéutica pode ser observada também devido a outros
fatores tais como reducao do actimulo de drogas dentro do parasito, seja pelo aumento do efluxo
da droga ou diminuigao da captacao celular da droga ou inativacao do agente terapéutico ativo
(ALVEN & ADERIBIGBE, 2020). Os medicamentos de segunda linha também podem
determinar efeitos colaterais graves e pela necessidade de administracdo parenteral e
toxicidade pode resultar em dificuldade de adesio e, consequentemente, em falhas no

tratamento (FREZARD et al., 2009). Todas essas evidéncias representam um grande desafio
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para o tratamento da leishmaniose tegumentar e indicam a necessidade de alternativas

terapéuticas com menor toxicidade e maior eficacia contra os parasitos.

1.8 Nanoparticulas como alternativa para o tratamento da leishmaniose tegumentar

Na busca por novas alternativas terapéuticas, a nanotecnologia tem permitido a
elaboragio de diversos sistemas visando o tratamento de doengas causadas por protozoarios,
principalmente como dispositivos carreadores para farmacos antiparasitarios (VOLPEDO et al.,
2019). Nesse contexto, as leishmanioses sdao consideradas doengas particularmente
interessantes para serem tratadas com nanocarreadores, ja que os parasitos infectam células
altamente fagociticas, que poderiam interiorizar as nanoparticulas carregadas de drogas, o que
facilitaria a destruicdo dos patogenos intracelulares (SALEEM et al., 2019). Diversos estudos
mostraram que nanoparticulas contendo drogas anti-Leishmania sdo fagocitadas pelos
macrofagos e a droga €, posteriormente, liberada nos fagolisossomos contendo as
formas amastigotas, melhorando assim o efeito antiparasitario dos medicamentos, reduzindo os
efeitos colaterais e a toxicidade relacionada ao tratamento (CARVALHO et al., 2019; JEBALI
et al., 2013; KHATAMI et al., 2017). As nanoparticulas (NPs) sdo definidas como materiais
manufaturados contendo particulas em um estado livre ou como um agregado, em que pelo
menos 50% das particulas tém uma ou mais dimensoes na faixa de 1-100 nm (KHATAMI et
al., 2017; VOLPEDO et al., 2019). Pelas suas dimensdes, as nanoparticulas ndo apenas tém a
capacidade de circular amplamente por todo o corpo, mas também podem entrar na célula e
controlar a distribuicdo da droga no corpo, bem como transportar a droga especificamente para
o local de agao (NAFARI et al.,, 2020). Entre os nanocarreadores mais utilizados estdo as
nanoparticulas morganicas de metal e oxido de metal e as organicas de lipossomas,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas e nanomateriais a base de carbono (ABDAL et al.,

2017; SALEEM et al., 2019; VOLPEDO et al., 2019).

O uso da anfotericina B lipossomal (AmBisome; United Medical, Sao Paulo, SP, Brasil)
como tratamento de segunda linha para a leishmaniose tegumentar americana representa um
dos primeiros exemplos de aplicacao eficiente de um nanocarreador organico (CARVALHO et
al., 2019). Embora o produto esteja disponivel no Brasil, ele apresenta duas desvantagens
importantes: deve ser aplicado exclusivamente por via intravenosa em ambiente hospitalar e o
tratamento completo apresenta custo elevado para o Sitema Unico de Satude (CARVALHO et
al., 2019). Devido a isso, tem sido realizados diversos estudos relacionando o uso de
nanoparticulas para liberagdio de antimoniato de meglumina por via oral. Em 2003, foi

demonstrado que um complexo 1:1 de antimonial pentavalente com betaciclodestrina
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administrada por via oral a camundongos BALB/c foi tdo efetiva quanto a administragdo
parenteral de antimoniato de meglumina (DEMICHELI et al., 2004). Também foi observado
que a administracdo de um complexo de antimonial pentavalente com n-octanoil-N-metil-
glucamida (SbL8) na proporcao 1:3 foi extremamente efetiva na supressio de L. (L.) infantum
em modelo murino. Uma formulagido de SbL8 em agua e propileno glicol dada em doses
repetidas a camundongos BALB/c infectados com L. (L) amazonensis reduziu
significativamente a carga parasitdria nas lesoes cutaneas dos animais quando comparado com
o antimonial administrado por via parenteral (LANZA et al., 2016). A atividade antiparasitaria
de nanoparticulas de antimonial pentavalente também foi estudada por Franco e colaboradores
que testaram formulagdes de hidrossois nanohibridos em hamsters Sirios com lesoes
experimentalmente induzidas por L. (L.) amazonensis. O tratamento intralesional com os
hidrossodis reduziu as lesdes mais eficientemente que a solugio de antimoniato de meglumina
1soladamente. Os mesmos pesquisadores também relataram que nanoparticulas contendo baixas
doses de antimonial pentavalente penetraram diretamente nas células aumentando a
concentragdo local da droga, um fator importante para prevenir resisténcia parasitaria e
toxicidade pela droga (FRANCO et al., 2016). Em 2017, Abamor e colaboradores usaram
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) combinado com antimoniato de meglumina (MA)
em concentragdes ndo toxicas e os resultados mostraram que a combinacdo de TiO: e
antimoniato de meglumina foram altamente eficazes contra promastigotas e amastigotas de
L. (L.) tropica, reduzindo a atividade metabolica dos parasitos em até 20 vezes, enquanto a
aplicacdo de MA sozinha nao mostrou qualquer efeito inibitorio. Além disso, as formulagdes
de nanoparticulas de TiO: e antimoniato de meglumina também foram capazes de induzir a
morte celular programada dos parasitos, estimularam a produgdo de NO pelos macrofagos e
curaram lesdes cutaneas de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) tropica com sucesso

(ABAMOR et al., 2017).

Além da aplicagdo das nanoparticulas para o carreamento de drogas, outras abordagens
tém sido investigadas utilizando nanoparticulas de metal e 6xido de metal. Sazgarnia e
colaboradores mostraram reducao da viabilidade de promastigotas de L. (L.) major incubadas
por 2 horas com nanoparticulas de ouro (AuNPs) seguida da irradiagdo com microondas na
frequéncia de 2450 Hz (SAZGARNIA et al, 2013). Estes autores também demonstraram
reducao da carga parasitaria em células J774 infectadas com L. (L.) major e incubadas com
nanoparticulas de ouro (AuNPs) apos irradiagio nas condigdes previamente citadas

(SAZGARNIA et al., 2013). Jebali ¢ Kazemi também observaram que a incubagao de
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promastigotas com nanoparticulas de prata (AgNPs) e ouro (AuNPs), bem como com
nanoparticulas dioxido de titanio (TiO:), oxido de zinco (ZnO) e 6xido de magnésio (MgO)
seguido da wrradiagao por 1 hora com luz ultravioleta (200-300 nm, 8 watts) e infravermelha
(800-1400 nm, 8 watts) ocasionou diminui¢do da capacidade proliferativa, bem como da
infectividade de promastigotas de L. (L.) major (JEBALI & KAZEMI, 2013). Neste mesmo
estudo, também foi verificado reducéo do indice de infeccdo em macrofagos de camundongos
BALB/c infectados com L. (L.) major incubados com nanoparticulas de ouro, prata, TiO2, ZnO
e MgO apos 1 hora de wrradiagdo com luz ultravioleta e infravermelha nos comprimentos de
onda anteriormente especificados (JEBALI & KAZEMI, 2013). Ainda foi observada redugao
da viabilidade de promastigotas de L. (L.) tropica apos a mncubagdo com nanocompositos de
oxido de zinco (ZnO) na presenca de fonte de luz (NAZIR et al., 2019). Em 2014, um estudo
também mostrou que macrofagos humanos, infectados com L. (L.) tropica, tratados com 0,1
ng/mL de nanoparticulas de ZnO modificadas com prata (Ag) e com posterior exposi¢ao por
15 minutos a luz solar apresentaram viabilidade reduzida das amastigotas intracelulares

(NADHMAN et al., 2014).

Além de contribuirem para a diminui¢ao da viabilidade parasitaria por atuarem como
termossensibilizantes na hipertermia ou fotossensibilizantes na terapia fotodindmica, as
nanoparticulas de metal e de 0xido de metal também tem demonstrado acdo anti-Leishimania
direta. Em 2018, foi observado que o tratamento de macréfagos murinos infectados com L. (L.)
amazonensis com nanoparticulas biogénicas de prata (AgNp-bio) durante 24 horas diminuiu o
percentual de células infectadas, bem como a média de parasitos por célula. Essa diminuigao
foi acompanhada pela reducdo da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS) pelas células infectadas (FANTI et al., 2018). Também ja foi verificado que
nanoparticulas de prata e acido tanico (AgNPs-TA) inibiu o crescimento de promastigotas de
L. (L.) amazonensis (LOPES et al., 2018). Bafghi e colaboradores também mostraram que a
incubacao de promastigotas de L. (L.) major com nanoparticulas de oxido de magnésio (MgQO)
e oxido de magnésio coberto com glicose (MONPCG) por 24, 48 e 72 horas reduziu a
viabilidade dos parasitos. Esse decréscimo foi seguido pela redugio da expressao do gene GP63
e CPB (BAFGHI et al, 2015). Ainda foi observado que o tratamento por 24 horas com
nanoparticulas de prata (AgNPs) diminuiu o indice de infec¢ao de células J774 infectadas com
L. (L) tropica (ALLAHVERDIYEV et al., 2011). As nanoparticulas de 0xido de zinco (ZnO)
também reduziram a viabilidade de promastigotas de L. (L.) major. Essa morte aumentada dos

parasitos foi relacionada a indugao do apoptose das leishmanias pelas nanoparticulas de ZnO
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(DELAVARI et al., 2014). Apos 24 e 48 horas de incubagdo com as nanoparticulas de ZnO
também houve reducgdo do nimero médio de amastigotas de L. (L.) major em macrofagos

peritoneais de camundongos BALB/c (DELAVARI et al., 2014).

1.7 As nanoparticulas de oxido de ferro no contexto da leishmaniose tegumentar

Os efeitos de nanoparticulas de 6xido de ferro sobre espécies causadoras de leishmaniose
tegumentar também tém sido investigados. O oxido de ferro ocorre abundantemente na natureza
e apresenta diferentes formas e propriedades magnéticas. As principais formas sdo a magnetita
(Fe304), a maghemita (y-Fe203) e a hematita (a-FeoO3) (CAMPOS et al., 2015). Em laboratdrio
foram desenvolvidos muitos métodos para se obter 0xidos de ferro em escalas nanométricas
para aplicacdo em distintas areas tecnologicas. Os métodos de producao comumente utilizados
incluem co-precipitagao, sintese sol-gel, microemulsio e decomposicado termal (SHENG-NAN
etal., 2014; CAMPOS et al., 2015). Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens e permite
a produgdo de nanoparticulas com tamanhos variando entre 4 a 200 nm (ALI et al., 2016). As
nanoparticulas de oxido de ferro contendo magnetita (Fe:O4) e maghemita (y-Fe:Os) sao as
mais comumente empregadas em aplicacdes biomédicas devido a suas propriedades
superparamagneéticas, biocompatibilidade, baixo custo e baixa toxicidade (CAMPOS et al.,

2015; KHATAMI et al., 2017; SEDDIGHI et al., 2017).

As nanoparticulas de oxido de ferro tendem a aglomerar devido a alta atragdo magnética
entre as particulas, a forca de van der Waals e a alta energia de superficie. Consequentemente,
o sistema reticuloendotelial ingere e elimina as nanoparticulas aglomeradas. Contudo, a entrada
de grande quantidade de ferro no meio intracelular ¢ toxica para as células (ALI et al., 2016).
Tais problemas podem ser evitados pelo recobrimento das nanoparticulas de 6xido de ferro
tornando-as mais hidrofilicas, compativeis com os bioambientes e funcionalizadas. Diversas
coberturas tém sido empregadas com as nanoparticulas de 0xido de ferro tais como ouro (Au),
dioxido de silicio (S10-), oxido de tantalo (TaOx), cobertura de carbono, surfactantes como o
oleato de sodio, carboximetilcelulose de sodio e dodecilamina, bem como polimeros, como poli
(dcido D, L-lactico-co-glicolico), poli (N-isopropilacrilamida), polietilenoglicol, poli(vinil-
pirrolidona), poli(etileno-co-vinil acetato), dextranos, dendrimeros, entre outros. O tipo de
cobertura empregado nas nanoparticulas de 6xido de ferro variara em funcéo de sua aplicagdo
biologica (SHENG-NAN et al., 2014; ALI et al., 2016).

Para verificar o efeito de nanoparticulas de 6xido de ferro sobre as leishmanias, Berry e

colaboradores submeteram amastigotas axénicas de L. (L.) mexicana ao tratamento com 0,2
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mg/mL de nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) seguido da hipertermia pela aplicagao de campo
magnético alternante de 30 mT, frequéncia de 452 KHz, por 40 min ¢ verificaram diminuigao
da viabilidade dos parasitos (BERRY et al., 2018). Também foi observada diminuicdo da
viabilidade de promastigotas de L. (L.) major quando incubadas com nanoparticulas de
magnetita (FesO4) por 72 horas, com um IC50 de 350 pg/mL (KATHAMI et al., 2017). Em
2017, Mendonga averiguou o efeito leishmanicida de nanoparticulas de maghemita, revestidas
com substancias atoxicas e biocompativeis (acido glicuronico e frutose), associadas a
hipertermia por ondas curtas. Os ensaios in vitro indicaram um efeito leishmanicida quando as
nanoparticulas puras ou revestidas foram expostas ao campo magnético alternado de ondas-curtas
(60nm) por 30 minutos, o que gerou hipertermia e consequente morte de promastigotas de L.(L.)
amazonensis (MENDONCA., 2017). O tratamento por 72 horas com nanoparticulas de
maghemita (Fe;03) também foram capazes de reduzir a viabilidade de promastigotas e
amastigotas axénicas de L. (L.) tropica, com uma IC50 de 17,2 and 16,75 pug/ml para cada
forma parasitaria (KHALIL et al.,, 2017). Hassan e colaboradores também mostraram que
nanoparticulas de maghemita (Fe;03) sintetizadas com extratos floral de Callistemon viminalis
apresentaram toxicidade para promastigotas e amastigotas de L. (L.) tropica, reduzindo sua

viabilidade (HASSAN et al., 2018).

Foi verificado ainda que o tratamento de células J774-Al infectadas por L. (L.) major
com nanoparticulas de magnetita (FesO4) cobertas ou ndo com piroctana olamina (PO) por dois
dias diminuiu significativamente o indice de infeccdo dos macrofagos e essa diminuicio foi
seguida do aumento da producdo de oxido nitrico (NO) pelos macrofagos. Neste mesmo
trabalho, os autores verificaram que o tratamento com nanoparticulas de magnetita coberta ou
nao por PO diminuiu o tamanho de lesdes cutidneas, bem como a carga parasitaria em tais lesdes

em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major (ALBALAWI et al., 2021).

Assim, em conjunto, os estudos com nanoparticulas de 6xido de ferro apontam que tais
nanoparticulas apresentam o potencial para serem empregadas no tratamento da leishmaniose
tegumentar. Nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina tém sido utilizadas
para recuperacio de DNA (Medina-lhamas et al., 2014). Contudo, o seu potencial
antiparasitario ainda ndo havia sido investigado. Considerando que nanoparticulas 6xido de
ferro, dentre as quais encontram-se as de maghemita, tem apresentado capacidade
leishmanicida, foi hipotetizado que as nanoparticulas de maghemita encapsuladas com
polianilina também seriam capazes de induzir a morte das leishmanias. Esse aspecto aliado a

necessidade anteriormente mencionada da ampliacdo do arsenal terapéutico contra as
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leishmanias e de novas alternativas com menor toxicidade para o tratamento dos portadores de
leishmaniose levou a realizagido deste trabalho com o objetivo de avaliar o efeito in vitro de
concentragdes ndo citotoxicas de nanoparticulas de maghemita (y-Fe2Os) encapsuladas com
polianilina sobre a infeccao de macrofagos infectados com espécies de Leishmania causadoras
de leishmaniose tegumentar. Paralelamente, foi investigado se tal nanoparticulas seriam
capazes de modular a capacidade pro-inflamatoria e microbicida de macréfagos por meio da
dosagem dos niveis de oxido nitrico (NO) e de citocinas (IL-1, IL-8, IL-6, TNF-a, IL-12p70 ¢
IL-10) em sobrenadante de cultura. Foram avaliados ainda o efeito do tratamento com as
nanoparticulas de maghemita (y-Fe.Os) encapsuladas com polianilina sobre a viabilidade das
amastigotas intracelulares, bem como fo1 quantificado o percentual de macrofagos interagindo

com tais nanoparticulas.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento in vitro com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre macrofagos infectados com espécies de Leishmania causadoras de

leishmaniose tegumentar.

2.2 Objetivos especificos
a) Analisar o efeito in vitro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas com
polianilina sobre o indice de infecgdo de macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis,

Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis,

b) Determinar o efeito in vifro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a producao de 6xido nitrico por macréfagos infectados com L. (L.)

amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis;

¢) Verificar o efeito in vitro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas com
polianilina sobre a produgao de citocinas por macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis,

Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis,
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d) Mensurar o efeito in vitro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a aderéncia de macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis,

Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis;

e) Investigar o efeito in vitro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a viabilidade de parasitos intracelulares obtidos a partir de macréfagos

infectados com L. (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guyvanensis.

D) Quantificar o efeito in vitro do tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a interiorizacao e/ou adesao de nanoparticulas a macrofagos infectados

com L. (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis;

avaliar

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Este estudo seguiu as normas éticas em pesquisa preconizadas pela legislacdo brasileira.
Foi desenvolvido pelo Grupo de Imunologia Celular e Molecular, do Instituto René Rachou -
Fiocruz/Minas. Nesta pesquisa foi avaliado o efeito do tratamento in vitro com nanoparticulas
de maghemita encapsuladas com polianilina sobre macrofagos infectados com Leishmania (L.)
amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis € Leishmania (V.) guvanensis. Inicialmente, os
parasitos e as células THP-1 foram cultivados, expandidos e criopreservados. Em seguida, foi
realizada a determinacdo do crescimento maximo das promastigotas por meio da curva de
crescimento. Paralelamente, as células THP-1 foram adaptadas para crescerem em Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium (DMEM). Logo apos, foi efetuado um ensaio preliminar para
estabelecer a melhor quantidade de parasitos para a andlise da influéncia do tratamento in vitro
com nanoparticulas sobre células THP-1 infectadas com as distintas espécies de Leishmania.
Apas esta etapa, foram executados os ensaios destinados a alcangar os objetivos propostos neste
estudo. Para isto, as células THP-1 foram diferenciadas em macrofagos pela adicdo de 12-

miristato 7-acetato de forbol (PMA) ao meio de cultura. Logo apds, as células foram infectadas
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com as referidas espécies de Leishmania e tratadas com nanoparticulas de maghemita
encapsuladas com polianilina por 24 ¢ 72 horas. Apds o tratamento, os sobrenadantes de cultura
foram coletados e o indice de infeccdo, bem como o numero de macrofagos aderentes as
laminulas e o percentual de células apresentando interiorizacao e/ou aderéncia as nanoparticulas
foram avaliados por microscopia optica. Nos sobrenadantes de cultura foram mensurados os
niveis de 6xido nitrico (NO) e de citocinas. Os niveis de NO foram determinados pelo método
de Griess. Ja os niveis de citocinas foram avaliados por citometria de fluxo. Também foi
analisada a viabilidade dos parasitos intracelulares por microscopia optica. O diagrama geral

do estudo encontra-se descrito na Figura 7.

Figura 7- Delineamento experimental do estudo
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Criopreservadas Criopreservadas
Curva de crescimento Adaptagio ao meio DMEM

Avaliagio da quantidade de parasitos para a realizacio da andlise da
influéncia do tratamento in vitro com nanoparticulas sobre células THP-1
infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V) braziliensis ¢ L. (V) guyanensis

L. (V) braziliensis e L. (V) guyanensis e traladas com nanoparticulas de
maghemita encapsuladas com polianilina por 24 ¢ 72 horas

‘ Células THP-1 finfectadas in vitre com L. (L.) amazenensis,

) Produgéo de NP de macréfigos Viabilidade dos Adesio elou
Indice de infecgio Produgio de NO citocinas deiantes parasitos interiorizagiio de
(Microscopia dptica) (Meétodo de Griess) (Citometria de Micrestania spica) int lulares ticulas
fluxe) (Microscopia (ptica) (Microscopia dptica)

Fonte: elaborada pelo autor
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3.2 Nanoparticulas

A producao das nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina fo1 efetuada
no Laboratorio de Polimeros nao Convencionais - LPNC, do Departamento de Fisica, da
Universidade Federal de Pernambuco, conforme o método de co-precipitacdo descrito por
Medina-lhamas et. al.,, 2014. Para utilizagdo nos ensaios in vitro, as nanoparticulas foram
suspensas em agua tipo I na concentracdo de 3 mg/mL ¢ submetidas ao procedimento de

autoclavagem, a 121°C, 1 atm, por 18 minutos.

3.3 Parasitos

Foram utilizadas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8)
obtidas do banco de criopreservagio do Grupo de Imunologia Celular e Molecular/FIOCRUZ-
MG e promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) e Leishmania
(V.) guvanensis (MHOM/BR/1975/M4147), obtidas do banco de criopreservacdo do Grupo
Pesquisa Clinica e Politicas Publicas em Doencas Infecciosas e Parasitarias/FIOCRUZ-MG. Os
parasitos foram cultivados em garrafas de cultura de 25 cm? (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha)
e incubados em estufa B.O.D (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA), a 26°C em
meio Schneider (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) contendo 20% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco, Massachusetts, EUA) inativado pelo calor e 40 ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) (ALVES EAR, 2013; ALVES et al, 2015). Quando o crescimento das
promastigotas atingiu o nivel maximo, os parasitos foram lavados com salina tamponada com
fosfato (PBS) 1x, pH 7,2 e centrifugados a 700 xg, por 10 minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os parasitos foram suspensos em meio Schneider
contendo 20% de SFB, 40 pg/mL de gentamicina e 7,5% de glicerol (Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA). Logo apos, os parasitos diluidos no meio de criopreserva¢ao foram distribuidos em
criotubos de 0,5 mL e congelados a -80°C, por 24 horas. Apds isto, os criotubos foram
transferidos para botijoes de nitrogénio liquido com a finalidade da criagao de um estoque de

parasitos para a realizagdo dos ensaios de infeccéo das células THP-1.

3.4 Descongelamento dos parasitos

Para a realizagdo dos ensaios em que foram utilizadas leishmanias, os criotubos foram
retirados do nitrogénio liquido e colocados em banho-maria a 37 °C para descongelamento
rapido dos parasitos. Em seguida, as promastigotas foram suspensas em meio Schneider

contendo 20% de SFB inativado pelo calor e 40 pg/mL de gentamicina e mantidas nas
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condi¢des de cultura descritas no item 3.3. Apds 6 horas, uma aliquota dos parasitos foi diluida
(1:20) em PBS 1x, pH 7,2 e 0o nimero de promastigotas moveis foi contado em camara de
Neubauer utilizando microscopio optico (Leica, Wetzlar, Alemanha) e em aumento de 400x.
Logo ap0s, os parasitos foram lavados com PBS 1x, pH 7,2 e centrifugados a 700 xg, por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e os parasitos suspensos em meio Schneider contendo
20% de SFB inativado pelo calor e 40 pg/mL de gentamicina de modo que o meio de cultura
contivesse 1x10° promastigotas por mL. Posteriormente, cerca de 5 mL de meio de cultura
contendo os parasitos foram distribuidos em garrafas de cultura de 25cm? (Sarstedt, Niimbrecht,
Alemanha) e as garrafas foram mantidas em estufa B.O.D (Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, EUA), a 26°C por dois dias para a espécie L. (L.) amazonensis e por trés dias
para as espécies Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.) guyanensis. Apos os tempos de
incuba¢ao mencionados, os parasitos foram utilizados para os ensaios de infeccdo das células

THP-1.

3.5 Curva de crescimento das formas promastigotas

A curva de crescimento foi realizada para determinar o tempo que as promastigotas
levavam para atingir o crescimento maximo. Para tal, culturas em triplicatas das referidas
especies de Leishmania foram mantidas nas condi¢des de cultura descritas no item 3.3. Cada
curva foi iniciada com 1x10°® promastigotas por mL de meio Schneider contendo 20% de SFB
mativado pelo calor e 40 pg/mlL de gentamicina. Diariamente, uma aliquota de 10 pL foi
retirada das culturas e diluida (1:20) em PBS 1x, pH 7,2 ¢ o nimero de parasitos moveis por
mL de meio de cultura foi quantificado durante 6 dias, em camara de Neubauer, utilizando
microscopio optico (Leica, Wetzlar, Alemanha) e em aumento de 400x. O crescimento maximo
foi alcancado em 2 dias para a espécie Leishmania (L.) amazonensis, e em 3 dias para as

espécies Leishmania (V.) braziliensis € Leishmania (V.) guyanensis (figura 8).
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Figura 8 - Curvas de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis
e Leishmania (V.) guyvanensis
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Aproximadamente 1x10° parasitos méveis por mL foram suspensos em meio Schneider contendo 20%
de SFB e 40 pg/ml. de gentamicina e incubados a 26°C. O numero de promastigotas moveis foi contado,
em cAmara de Neubauer, uma vez por dia durante seis dias. Os dados estio apresentados como mediana
com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
método de Dunn. (*) p <0,05. Fonte: elaborada pelo autor

3.6 Obtencao e criopreservacao das células THP-1

A linhagem de monocitos humanos THP-1 foi obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil). As células foram inicialmente cultivadas nas condicdes
preconizadas pelo Banco de Células (http://berj.org.br/celula/Thpl-Peripheral-Blood-
Leukemia-Human). Resumidamente, as células THP-1 foram colocadas em garrafas de cultura
de 75 cm? (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) contendo meio RPMI 1640 (Gibco, Massachusetts,
EUA) suplementado com L-glutamina 2 mM, HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, 4500
mg/L de glicose, 1500 mg /L. de bicarbonato de sodio, 10% de SFB (Gibco, Massachusetts,
EUA) inativado pelo calor e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco, Massachusetts, EUA) e
incubadas em ambiente umidificado, a 37°C e 5 % de CO;. Apds a expansido, o numero de
células viaveis foi contado apoés diluicao (1:20) em azul de tripan (Gibco, Massachusetts, EUA)
usando camara de Neubauer. O mimero de células THP-1 viaveis por mL de meio de cultura
fo1 obtido multiplicando-se o nimero médio de células viaveis nos 4 quadrantes de leucdcitos
por 20 (fator de dilui¢do) e, subsequentemente, por 10* (fator de corregao para mL). Apos a
contagem, as células THP-1 foram lavadas com PBS 1x, pH 7,2 ¢ centrifugadas a 900 rpm, por
7 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células suspensas (2x10%mL) em SFB inativado
pelo calor contendo 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Logo

em seguida, as células em meio de criopreservagio foram transferidas para criotubos de 0,5 mL
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e armazenadas a -80°C, por 24 horas. Posteriormente, os criotubos foram colocados em botijoes
de nitrogénio liquido com a finalidade da criagdo de um estoque de células para a realizacao da

adaptacdo ao meio DMEM.

3.7 Cultivo e manutencio das células THP-1

As células THP-1 criopreservadas foram descongeladas e gradualmente adaptadas para
crescer em meio DMEM (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor (Gibco, Massachusetts, EUA) e 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco).
Para a realizacdo da adaptacdo foram realizadas quatro passagens. Na primeira passagem, as
células cultivadas em meio original (descrito no topico 4.7) foram divididas na proporgdo de
1:2 em duas garrafas de cultura 75 cm’® para a obten¢ao de uma garrafa de cultura contendo o
meio de cultura original (garrafa controle) e uma garrafa de cultura contendo 75% do meio
original e 25% de DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de antibioticos. Na segunda
passagem, 50% das céhilas em adaptacdo foram transferidas para uma nova garrafa de cultura
75 cm? contendo 50% do meio original e 50% do DMEM suplementado com 10% de SFB e
1% de antibidticos. Na terceira passagem, 50% das células em adaptacao foram transferidas
para uma nova garrafa de cultura 75 em? contendo 12,5% do meio original e 87,5% de DMEM
suplementado com 10% de SFB e 1% de antibioticos. Na quarta e ultima passagem, as celulas
em adaptacdo foram transferidas para uma garrafa de cultura contendo 100% DMEM
suplementado com 10% de SFB e 1% de antibioticos. Durante o processo de adaptacao, foi
realizada a comparacado da taxa de crescimento e da morfologia entre as culturas originais e em
adaptacao e nenhuma alteracao nos parametros avaliados foi observada. As células adaptadas
ao meio DMEM contendo 10% de SFB foram criopreservadas nas mesmas condigdes descritas
no topico 3.6. Quando necessario, as células foram descongeladas rapidamente e suspensas
(6x10° células/mL) em meio DMEM contendo 10% de SFB e 1% de penicilina e
estreptomicina. Posteriormente, foram colocadas em garradas de cultura de 75 cm? e incubadas
em ambiente umidificado, a 37°C e 5% de CO.. Semanalmente foi realizada a quantifica¢do do
numero de células no meio de cultura, bem como a analise da viabilidade celular seguida da
transferéncia para um novo meio de cultura e as células THP-1 foram utilizadas para os ensaios

de infecgao quando o meio continha aproximadamente 1,5 x 10° células por mL.
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3.8 Avaliaciio da influéncia da proporcio célula/parasitos sobre o indice de infeccao

Com a finalidade de estabelecer a melhor quantidade de parasitos para a realizagao da
analise da influéncia do tratamento in vifro com as nanoparticulas sobre os macrofagos
infectados com leishmanias, as células THP-1 foram descongeladas e expandidas conforme
descrito no topico 3.7. Apds se multiplicarem até cerca de 1,5 x 10°de células por mL de cultura,
foram induzidas a se tornarem semelhantes a macrdfagos e aderentes pela adicdo de 12-
miristato 7-acetato de forbol (PMA) ao meio de cultura Resumidamente, células THP-1 (3x10°
células) em 500 pL meio DMEM contendo 10% de SFB e 320 nM de PMA, foram distribuidas
em triplicata em placas de 24 pocos (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) contendo laminulas
circulares de 13 mm (Kasvi, Parana, Brasil), e incubadas a 37°C, em atmosfera umidificada e
5% de CO; (PONTE-SUCRE et al 2017). Apos 24 horas, as celulas foram lavadas com PBS
1%, pH 7,2, a 37°C e os pogos foram preenchidos com 1,0 mL de meio DMEM sem PMA. Em
seguida, as celulas aderentes foram incubadas por 48 horas, a 37°C, em atmosfera umidificada
e 5% de CO.. Posterirormente, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas
com meio DMEM contendo promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V')
guyanensis em distintas proporc¢des (1:1, 1:3, 1:5 e 1:10) por 6 horas, a 37°C, em atmosfera
umidificada e 5% de COs. Finalizado o tempo de incubacao, os parasitos nao internalizados
foram removidos pela lavagem com PBS 1x, pH 7,2, a 37°C e os pocos foram novamente
preenchidos com 1,0 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina e
estreptomicina. Apos 24 horas, em ambiente umidificado, a 37°C e 5% de CO-, os pogos foram
lavados com PBS 1x, pH 7.2, a 37°C e em seguida as c¢lulas foram coradas com kit de coloragéo
hematologica (Instant-Prov; Newprov, Parana, Brasil), de acordo com as instrugdes do
fabricante (https://silo.tips/download/instant-prov-conjunto-de-corantes-para-coloraao-
diferencial-rapida-em-hematologi). A seguir, as laminulas circulares foram cuidadosamente
removidas dos po¢os com auxilio de uma pinca e montadas sobre laminas de vidro de
microscopia com resina sintética (Entellan®; Merck, Darmstadt, Alemanha). Foram avaliadas
200 células utilizando microscopio optico (Olympus CBA, Toquio, Japdo) e em aumento de
1000x. Apds as analises, o indice de infeccdao foi calculado multiplicando-se a média de
parasitos por macrofago pelo percentual de macrofagos infectados. Na figura 9 encontra-se o
resultado da avaliacdo da influéncia da proporcéo célula/parasitos sobre o indice de infeccéo.
Como o maior indice de infecgao para as trés espécies de Leishmania foi conseguido utilizando
a proporcao 1:10, ficou estabelecido que os ensaios com as nanoparticulas seriam realizados

com esta propor¢ao de célula/parasitos.
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Figura 9- Influéncia da propor¢ao célula/parasitos sobre o indice de infecgio em células
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Linha A: Indice de infeccio (X parasitos por macréfago x % macréfagos infectados). Linha B: Média
de parasitos por célula (n° total de parasitos/n® total de macrofagos infectados). Linha C: Percentual de
ceélulas infectadas (n° total de macrofagos infectados x 100 / n° total de macréfagos contados). Os dados
estdo apresentados como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn. (¥*) p <0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****)
p<0,0001. Fonte: elaborada pelo autor

3.9 Determinacio do indice de infeccio

Células THP-1 foram diferenciadas em macréfagos pela incubagao com 320 nM de PMA
como descrito no item 3.8. Logo em seguida, foram mcubadas com meio DMEM contendo ou
ndo 3x10° promastigotas por mL das referidas espécies de Leishmania por 6 horas, a 37°C, em
ambiente umidificado e 5% de CO2. Apos o periodo de incubagao, foram lavadas com PBS 1x,

pH 7.2, a 37°C e 0s pogos preenchidos com meio DMEM sem parasitos contendo ou ndo 0,06
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mg/mL (concentracdo nao citotoxica para as células THP-1 que foi determinada em ensaios
prévios para a realizagdo de outro projeto) utilizando nanoparticulas de maghemita
encapsuladas com polianilina. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 e 72 horas, a 37°C,
em atmosfera umidificada e 5% de CO;. Logo ap6s, os sobrenadantes de cultura foram
coletados para determinagao dos niveis de oxido nitrico e de citocinas. Apos a coleta do
sobrenadante, as células foram coradas com kit de coloragdo hematologica (Instant-Prov;
Newprov, Parana, Brasil), de acordo com as instrugdes do  fabricante
(https://silo.tips/download/instant-prov-conjunto-de-corantes-para-coloraao-diferencial-

rapida-em-hematologi). A seguir, as laminulas circulares foram cuidadosamente removidas dos
pocos com auxilio de uma pinga e montadas sobre laminas de vidro de microscopia com resina
sintética (Entellan®; Merck, Darmstadt, Alemanha). Foram avaliadas 200 células utilizando
microscopio optico (Olympus CBA, Toquio, Japao) e em aumento de 1000x. Apds as andlises,
o indice de infecc@o foi calculado multiplicando-se a média de parasitos por macrofago pelo

percentual de macrofagos infectados.
3.10 Determinacao dos niveis de oxido nitrico

Os niveis de oxido nitrico (NO) foram quantificados nos sobrenadantes obtidos das
culturas utilizadas para a avaliagdo do indice de infeccdo conforme descrito no item 3.9.
Também foram utilizados sobrenadantes de cultura de células incubadas apenas com DMEM
contendo ou nio nanoparticulas obtidas nas mesmas condicOes descritas para as células
destinadas a analise do indice de infecgao. Os niveis de NO foram avaliados indiretamente por
meio da mensuracdo dos niveis de nitrito (NO2) utilizando o método de Griess, como descrito
por GREEN et al.,, 1981. Resumidamente, 100 pL. de cada amostra, em triplicata, foram
adicionados a placas de 96 pogos, de fundo chato (Biofil, Guangzhou, China) e incubados com
volume igual de reagente de Griess [1% de sulfanilamida e 0,1% de N-(1-naftil) etilenodiamina
di-hidrocloreto em 2,5% de acido fosforico HsPO4]. Apos 10 minutos, a absorbancia foi
avaliada no leitor de microplacas SpectraMax 340PC (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA)
utilizando comprimento de onda de 540 nm. Para determina¢do da concentracao de NOz
contida em cada pogo, foi feita, paralelamente, uma curva padrdo com nitrito de sodio (NaNOz)
diluido em meio de cultura nas concentragdes de 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM,
3,12 uM e 1,56 uM. Os resultados foram expressos em pM.
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3.11 Dosagem dos niveis de citocinas

Os sobrenadantes obtidos como descrito no item 3.9 foram armazenados a -80°C até o
momento da dosagem dos niveis de citocinas e foram descongelados apenas uma vez. Os niveis
de TNF-o, IL-1p, IL-8, IL-6, IL-12p70 e IL-10 nos sobrenadantes de cultura foram
quantificados utilizando o BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines
Kit (BD Biosciences, California, EUA) com adaptagdes das instrugdes do fabricante
(https://www.bdbiosciences.com/ds/pm/others/23-11112.pdf). Resumidamente, apos o
descongelamento em gelo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, a 10.000 rpm e em
temperatura ambiente. Em seguida, 25 pL/poco das amostras foi transferido para placa de 96
pocos com fundo em U (Falcon, New York, EUA), e as placas foram armazenadas a
temperatura de 2 a 8°C por aproximadamente 12 horas. Apods esse periodo, foram adicionados
15 pL do mix de beads preparado a partir dos reagentes Human TNF-a, IL-1pB, IL-8, IL-6, IL-
12p70 e IL-10 Capture Beads e, posteriormente, 17 uL. de Human Inflammatory Cytokine PE
Detection Reagent. Logo ap0s, as placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas por 3
horas, a temperatura ambiente, sob agitacdo no agitador de microplacas NI-1154 (Nova
instruments, Sdo Paulo, Brasil). Apos periodo de incubacdo, foram adicionados 160 pl. de
Wash Buffer em todos os pogos e as placas centrifugadas por 10 minutos, a 400 xg, 18°C.
Finalmente, o sobrenadante foi descartado e as beads ressuspensas em 200 uL. de Wash Buffer.
Os dados foram adquiridos utilizando o citometro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences,
California, EUA) e os dados foram analisados usando o software BD FCAP V3.0 (BD
Biosciences). Para a determinacdo da concentracdo de TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-6, IL-12p70 ¢
IL-10 contida em cada sobrenadante, foi feita, paralelamente, uma curva padrdo com citocinas
liofilizadas utilizando o reagente Human Inflammatory Cytokine Standards diluido em Solucéo
G (Assay Diluent) nas concentracoes de 5000 pg/mL, 2500 pg/mL, 1250 pg/mL, 625 pg/mL,
312 pg/mL, 156 pg/mL, 78 pg/mL, 39 pg/mL, 19 pg/mL. Os resultados foram expressos em
pg/mL.

3.12 Analise do nimero de células aderidas as laminulas

Para excluir a influéncia nos resultados de possiveis efeitos deletérios da infecc¢ao pela
Leishmania e/ou das nanoparticulas sobre as células THP-1 foi determinado o numero de
células aderidas as laminulas. Tal andlise foi efetuada com as laminulas confeccionadas para a
avaliacdo do indice de infeccdo. Além disso, também foram produzidas laminulas com células
incubadas apenas com DMEM contendo ou nao nanoparticulas empregando-se as mesmas

condi¢des de cultura descritas anteriormente para a obtencdo das laminulas destinadas a andlise
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do indice de infeccdo. Foram contadas as células em 10% da area das laminulas utilizando
microscopio optico (Olympus CBA, Toquio, Japao) e com aumento de 400x. O niimero total
de ceélulas THP-1 em cada laminula foi calculado multiplicando-se o mimero de células contido

em 10% da area da laminula por 10 (ALVES, 2013, ALVES et al., 2015).

3.13 Analise da viabilidade dos parasitos intracelulares

A analise da viabilidade dos parasitos intracelulares foi realizada como descrito por
KHOURI et al., 2009. Resumidamente, células THP-1 infectadas e tratadas ou ndo com as
nanoparticulas obtidas como descrito no item 3.9 foram lavadas com PBS 1x, pH 7,2, a 37°C.
Logo em seguida, os pogos foram preenchidos com meio Schneider (1 mL/poco) suplementado
com 20% de SFB. Posteriormente, as células foram incubadas a 26°C e a cada 24 horas foi
determinado o numero de promastigotas que proliferaram a partir das amastigotas intracelulares
que estavam viaveis. Diariamente, uma aliquota de 10 pL foi diluida (1:20) em PBS, 1x, pH
7,2 e o mimero de promastigotas moveis foi quantificado utilizando camara de Neubauer,
utilizando microscopio optico (Olympus CBA, Toquio, Japao) e com aumento de 400x. Para as
células infectadas e tratadas por 24 horas com as nanoparticulas, a quantificacdo do mimero de
promastigotas moveis foi realizada por 10 dias. Ja para as células infectadas e tratadas com as
nanoparticulas por 72 horas, a quantificacdo do nmimero de promastigotas moveis foi realizada
por 14 dias. Os resultados obtidos foram expressos como numero de promastigotas por uL de

meio Schneider.

3.14 Avaliacdo do percentual de células THP-1 com nanoparticulas
interiorizadas/aderidas

Para analisar o nivel de interagdao das celulas THP-1 com as nanoparticulas foi
determinado o percentual de células que apresentavam interiorizacdo e/ou adesdo as
nanoparticulas. Esse ensaio foi adaptado a partir dos ensaios de fagocitose descritos por
CARNEIRO et al., 2012. Para esta avaliagao foram empregadas as laminulas utilizadas para a
analise do nimero de células aderidas as laminulas. Durante a andlise foram contadas 200
células, em microscdpio optico (Olympus CBA, Toquio, Japao) e com aumento de 1000x. Com
os dados obtidos foi determinado o percentual de células contendo nanoparticulas

mteriorizadas/aderidas
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3.15 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e cada ensaio foi realizado seis vezes.
Para a aplicagao dos testes estatisticos, a distribuicao dos dados foi previamente avaliada
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para comparar duas amostras relacionadas com distribuicao
normal foi utilizado o teste t pareado. Para comparar duas amostras relacionadas com
distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para comparar multiplas amostras
com distribui¢do normal foi utilizado o ANOVA seguido do teste de Tukey. Para comparar
multiplas amostras com distribui¢do nao normal fo1 utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido
do método de Dunn. O Prism 8® software package (GraphPad Software, California, USA) foi
utilizado para a realizacao das analises estatisticas. As diferencas foram consideradas
significativas quando a probabilidade bicaudal da sua ocorréncia devido ao acaso (erro tipo I)

foi menor que 5% (p<0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Influéncia do tratamento in vitro com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre o indice de infeccio em células THP-1 infectadas com L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis

Quando analisamos os dados dos tempos 24 e 72 horas separadamente, observamos que
o tratamento com nanoparticulas néo alterou o indice de infeccdo nas células THP-1 infectadas
com L. (L.) amazonensis (figura 10A), bem como nas infectadas com L. (V.) braziliensis (figura
10D) e L. (V) guvanensis (figura 10G). Isto deveu-se ao fato de o tratamento com as
nanoparticulas nao ter modificado o percentual de células infectadas com L. (L.) amazonensis
(figura 10B), L. (V.) braziliensis (figura 10E) e L. (V.) guvanensis (figura 10H). Também se
relacionou com o fato de o tratamento com as nanoparticulas nio ter alterado a média de
parasitos por célula nos ensaios com L. (L.) amazonensis (figura 10C), bem como nos ensaios

com L. (V.) braziliensis (figura 10F) ¢ L. (V.) guvanensis (figura 10I).

Ja quando os tempos 24 e 72 horas foram comparados entre si, verificamos decréscimo
no indice de infeccdo (figura 10A; p=0,031, teste de Wilcoxon) no tempo 72 horas em relacao
ao tempo 24 horas nas células infectadas com L. (L.) amazonensis. Esse efeito foi independente
do fratamento com as nanoparticulas, ja que tanto as células tratadas quanto as nao tratadas com

nanoparticulas apresentaram reducéo no indice de infec¢do no tempo 72 horas em relagdo ao
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tempo 24 horas. Tanto nas células tratadas quanto nas nao tratadas com as nanoparticulas, essa
diferenca no indice de infecg¢ao entre os distintos tempos de tratamento deveu-se a diminuigao
no percentual de células infectadas (figura 10B; p=0,031, teste de Wilcoxon), bem como da
média de parasitos por célula (figura 10C; p=0,031, teste de Wilcoxon). Em contraste, o tempo
de tratamento ndo modificou o indice de infec¢do das células THP-1 infectadas com L. (V)

braziliensis e L. (V.) guvanensis tratadas ou nao com as nanoparticulas.

Assim, observamos que o tratamento com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina nao alterou o indice de mmfeccido em células THP-1 infectadas com as distintas
espécies de Leishmania. Verificamos também que ocorreu diminui¢do, tempo dependente, do
indice de infeccao em todas as culturas infectadas com L. (I.) amazonensis, mas tal reducao
nio foi observada nas culturas infectadas com L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. A
diminui¢ao no indice de infeccao nas culturas infectadas com L. (L.) amazonensis deveu-se
tanto a reducado do percentual de células infectadas, bem como a diminuicao da média de

parasitos por célula.

Figura 10 - Indice de infeccdo em células THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guvanensis ap0s incubacao in vitro com 0,06 mg/mL de nanoparticulas de

maghemita encapsuladas com polianilina.
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L. (L.) amazonensis L. (V) braziliensis L. (V) guyanensis
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Em A, D e G: Indice de infeccio (f parasitos X % macréfagos infectados). Em B, E e F: Percentual de
células infectadas (n° total de macrofagos infectados x 100 / n° total de macrofagos contados). Em C, F
e I Média de parasitos por célula (n° total de parasitos / n° total de macrofagos infectados). Os dados
estdo apresentados como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada utilizando
o teste de Wilcoxon. leish = células infectadas com leishmanias, leish+INP = células infectadas com
leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (¥) p <0,05. Fonte: elaborada pelo autor

4.2 Influéncia do tratamento in vitre com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a producio de oxido nitrico por células THP-1 infectadas com L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis

Apos a analise dos resultados, observamos que, no tempo 24 horas, ndo houve alteragao
nos niveis de NO nos sobrenadantes de cultura das ceélulas THP-1 infectadas com L. (L.)
amazonensis (figara 11A), L. (V.) braziliensis (figura 11B) e L. (V.) guyvanensis (figura 11C) e
tratadas com nanoparticulas em comparagao com os niveis de NO nos sobrenadantes das demais

culturas avaliadas.

Ja no tempo 72 horas, houve aumento nos niveis de NO nos sobrenadantes de cultura das
c¢lulas THP-1 infectadas com L. (V.) bracziliensis e tratadas com nanoparticulas em comparagio

com os niveis de NO nos sobrenadantes das células tratadas apenas com as nanoparticulas
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(figura 11B; p=0,008, ANOVA seguido do teste de Tukey) ou apenas infectadas com as
leishmanias (figura 11B; p=0,015, ANOVA seguido do teste de Tukey). Tal elevagao nao foi
observada quando se comparou os niveis de NO nos sobrenadantes de cultura das células THP-
1 infectadas com L. (L.) braziliensis e tratadas com nanoparticulas com os niveis de NO nos

sobrenadantes das células incubadas apenas com meio de cultura (figura 14B).

Diferentemente, no tempo 72 horas, ndo houve alteracdo nos niveis de NO nos
sobrenadantes de cultura das células THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis (figura 11A) e
L. (V.) guyanensis (figura 11C) e tratadas com nanoparticulas em compara¢ao com os niveis de
NO nos sobrenadantes das demais culturas estudadas. Verificamos ainda que, tanto no tempo
24 quanto 72 horas, os sobrenadantes de cultura das células THP-1 tratadas apenas com as
nanoparticulas, bem como das células exclusivamente infectadas com as leishmanias
apresentaram niveis de NO semelhantes aos das celulas incubadas apenas com o meio de

cultura.

Quando os resultados dos tempos 24 e 72 horas foram comparados entre si, observamos
niveis aumentados de NO nos sobrenadantes de cultura das ceélulas infectadas com L. (L.)
amazonensis e tratadas com nanoparticulas do tempo 72 horas em comparacdo com o0s
sobrenadantes das células infectadas com L. (L.) amazonensis e tratadas com nanoparticulas do
tempo 24 horas (figura 11A; p=0,041, teste t pareado). Nas demais condi¢des de cultura
estudadas, os niveis de NO nos sobrenadantes de cultura do tempo 72 horas foram semelhantes

aos niveis de NO nos sobrenadantes de cultura do tempo 24 horas.

Portanto, concluimos que o tratamento com as nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina promoveu aumento nos niveis de NO nas culturas de células THP-1 infectadas
com L. (L.) braziliensis. As nanoparticulas tambem ocasionaram aumento, tempo dependente,
dos niveis de NO nas culturas infectadas com L. (L.) amazonensis. Contudo, tal tratamento nao
alterou os niveis de NO nas culturas infectadas com L. (V) guyanensis. Por fim, também vimos
que os niveis de NO nas culturas niao foram alterados pelo tratamento com as nanoparticulas

isoladamente, bem como apenas pela infeccido com as distintas espécies de Leishmania.
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Figura 11. Produgdo de o0xido nitrico por células THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis ap0s tratamento in vitro com 0,06 mg/mL de

nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina.
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Em A: L. (L) amazonensis. Em B: L. (V.) braziliensis. Em C: L. (V.) guyanensis. Os dados estdo
apresentados como média + erro padrao da média. A analise estatistica foi realizada pelo ANOVA
seguido do teste de Tukey, para comparacdo de mais do que dois grupos, e teste t pareado para
comparagao de dois grupos. meio = celulas controle incubadas apenas com meio de cultura, NP = células
tratadas com nanoparticulas, leish = células infectadas com leishmanias, leish+NP = células infectadas
com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (*) p <0,05 e (**) p<0,01. Fonte: elaborada pelo autor
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4.3 Influéncia do tratamento in vifro com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a producio de citocinas por células THP-1 infectadas com L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis

Nos experimentos envolvendo L. (L.) amazonensis, verificamos que, no tempo 24 horas,
nio houve alteracdo nos niveis de nenhuma citocina nos sobrenadantes de cultura das células
infectadas e tratadas com nanoparticulas (figura 12) em comparacao com as demais condicOes
de cultura analisadas. No tempo 24 horas, o tratamento ou a infecgdo i1solada (figura 12) também

nio alterou os niveis de citocinas nos sobrenadantes de cultura das células THP-1.

J& no tempo 72 horas, houve aumento nos niveis de TNF-a nos sobrenadantes de cultura
das celulas THP-1 infectadas e tratadas (figura 12A; p=0,006, Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn) ou ndo (figura 12A; p=0,004, Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) com
nanoparticulas em comparacdo com os niveis de TNF-o nos sobrenadantes de cultura das
células tratadas apenas com as nanoparticulas. Contudo, tal elevacdo nao foi observada ao se
comparar os sobrenadantes de cultura das células infectadas e tratadas com nanoparticulas com
os sobrenadantes das células incubadas apenas com meio de cultura. Além disso, no tempo 72
horas, o tratamento ou a infeccio isolada (figura 12) ndo alterou os niveis de TNF-a nos
sobrenadantes de cultura das células THP-1. No tempo 72 horas, também ndo foram observadas
diferencas nos niveis de IL-1p (figura 12B), IL-8 (figura 12C), IL-6 (figura 12D), IL-12p70
(figura 12E) e IL-10 (figura 12F) nos sobrenadantes provenientes das diferentes condi¢des de

cultura analisadas.

Quando os resultados dos tempos 24 e 72 horas foram comparados entre si, observamos
que as células infectadas e tratadas com nanoparticulas apresentaram niveis aumentados de IL-
1B (figura 12B; p=0,031, teste de Wilcoxon) no sobrenadante de cultura do tempo 72 horas em
relagao ao tempo 24 horas. Ja as células apenas infectadas apresentaram niveis aumentados de
IL-8 (figura 12C; p=0,022, teste de Wilcoxon) e IL-10 (figura 12F; p=0,0004, teste de
Wilcoxon) nos sobrenadantes de cultura do tempo 72 horas em comparacao com o tempo 24
horas. Diferentemente, as células tratadas apenas com nanoparticulas apresentaram niveis de
citocinas semelhantes nos distintos tempos de incubac@o. Por outro lado, as células incubadas
apenas com meio de cultura apresentaram niveis aumentados de IL-1p (figura 12B; p=0,031,
teste de Wilcoxon) e IL-10 (figura 12F; p=0,024, teste de Wilcoxon) nos sobrenadantes de

cultura do tempo 72 horas em relagido ao tempo 24 horas. O tempo de incuba¢io ndo afetou os
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niveis das demais citocinas nos sobrenadantes provenientes das diferentes condi¢des de cultura

avaliadas.

Figura 12 - Producio de citocinas por células THP-1 infectadas com Leishmania (L.)
amazonensis apos tratamento in vitro com 0,06 mg/mL de nanoparticulas de maghemita

encapsuladas com polianilina.
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Em A: TNF-o.. Em B: IL-1B. Em C: IL-8. Em D: IL-6. Em E: IL-12p70. Em F: IL-10. Os dados estdo
apresentados como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada utilizando o
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, para comparacdo de mais do que dois grupos
com distribuicdo ndo normal e ANOVA seguido do teste de Tukey, para comparacdo de mais do que
dois grupos com distribui¢o normal. Além disso, foi empregado o teste de Wilcoxon, para comparacio
de dois grupos com distribuicdo ndo normal, e teste t pareado para comparacio de dois grupos com
distribuicdo normal. meio = células controle incubadas apenas com meio de cultura, NP = células
tratadas com nanoparticulas, leish = células infectadas com leishmanias, leish+NP = células infectadas
com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (*) p <0,05, (¥*) p<0,01 e (***) p<0,001. Fonte:
elaborada pelo autor
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Ja nos experimentos envolvendo L. (V) braziliensis, verificamos que, tanto no tempo
24 horas quanto no tempo 72 horas, ndo houve alteracdo nos niveis de nenhuma citocina
analisada nos sobrenadantes de cultura das células infectadas e tratadas com nanoparticulas
(figura 13) em comparacdo com as demais condi¢des de cultura estudadas. O tratamento ou a
infeccao isolada (figura 13) também nao alterou os niveis de citocinas nos sobrenadantes de

cultura das células THP-1 em nenhum dos tempos avaliados.

Além disso, quando os dados dos tempos 24 e 72 horas foram comparados entre si,
observamos que as células infectadas e tratadas com nanoparticulas apresentaram niveis
aumentados de IL-10 (figura 13F; p=0,031, teste de Wilcoxon) nos sobrenadantes de cultura do
tempo 72 horas em comparac¢ido com o tempo 24 horas. Similarmente, as células tratadas apenas
com nanoparticulas (Figura 13F; p=0,031, teste de Wilcoxon) também apresentaram niveis
elevados de IL-10 no sobrenadante de cultura do tempo 72 horas em relacido ao tempo 24 horas.
Diferentemente, as células apenas infectadas ou incubadas com meio de cultura apresentaram
niveis de IL-10 semelhantes entre os distintos tempos de incubacdo. Os niveis das demais
citocinas nos sobrenadantes nao foram influenciados pelo tempo de incubagao em nenhuma das

condi¢oes de cultura avaliadas.
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Figura 13 - Produg@o de citocinas por células THP-1 infectadas com Leishmania (V.)
braziliensis apos incubacdo in vitro com 0,06 mg/ml de nanoparticulas de maghemita

encapsuladas com polianilina.
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Em A: TNF-a. Em B: IL-1f. Em C: IL-8. Em D: IL-6. Em E: IL-12p70. Em F: IL-10. Os dados estéo
apresentados comoa mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada utilizando o
teste Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, para comparagio de mais do que dois grupos, e teste
de Wilcoxon, para comparacdo de dois grupos. meio = células controle incubadas apenas com meio de
cultura, NP = células tratadas com nanoparticulas, leish = células infectadas com leishmanias, leish+NP
= celulas infectadas com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (*) p <0,05. Fonte: elaborada pelo
autor

E por fim, nos experimentos envolvendo Leishmania (V.) guyanensis, observamos que,

tanto no tempo 24 horas quanto no tempo 72 horas, ndo houve alteragdo nos niveis de nenhuma
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citocina analisada nos sobrenadantes de cultura das células infectadas e tratadas com
nanoparticulas (figura 14) em compara¢ao com as demais condigdes de cultura estudadas. O
tratamento ou a infeccao isolada (figura 14) também ndo alterou os niveis de citocinas nos

sobrenadantes de cultura das células THP-1 em nenhum dos tempos avaliados.

Quando os resultados dos tempos 24 e 72 horas foram comparados entre si, observamos
que as células infectadas e tratadas com nanoparticulas apresentaram niveis aumentados de IL-
1B (figura 14B; p=0,031, teste de Wilcoxon), IL-6 (figura 14D; p=0,031, teste de Wilcoxon) e
IL-10 (figura 14F; p=0,031, teste de Wilcoxon) nos sobrenadantes de cultura do tempo 72 horas
em relacdo ao tempo 24 horas. Ja as células apenas infectadas apresentaram niveis aumentados
IL-10 (figura 14F; p=0,031, teste de Wilcoxon) nos sobrenadantes de cultura do tempo 72 horas
em comparagdo com o tempo 24 horas. Por sua vez, as células tratadas apenas com
nanoparticulas apresentaram niveis aumentados de IL-6 (figura 14D; p=0,031, teste de
Wilcoxon) e IL-10 (figura 14E; p=0,031, teste de Wilcoxon). E as células tratadas incubadas
apenas com o meio de cultura apresentaram niveis de citocinas semelhantes entre os distintos

tempos de incubagio.
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Figura 14- Produgdo de citocinas por células THP-1 infectadas com Leishmania (V.)

guyanensis apos incubacao in vitro com 0,06 mg/mL de nanoparticulas de maghemita

encapsuladas com polianilina.

TNF-a IL-1p Hisic
A B
300- . B NP
250 3 leish
r =3 leish+NP
24 horas 72 horas
c IL-8 D IL-6
20000 200+ = meio
_
150004 150 _ B NP
10000 100+ A : W =3 leish
= l.nL r%m l 1 2 504 e + - T T = leish+NP
& 6000+ > 40T .
-4 o
o] ‘ 30
2000 |
o il=5
24 horas 72 horas
E IL-12p70
e . = meio
8il = NP
0.4
3 leish
- 024 _—_ - )
£ o0y & B2 leish+NP
o o
2 .08 g
0.064 i
0.04
0.024 _
0.00 ’ — 1 i u
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas

Em A: TNF-a. Em B: IL-1B. Em C: [L-8. Em D: IL-6. Em E: IL-12p70. Em F: IL-10. Os dados estdo
apresentados como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada utilizando o
teste Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, para comparac¢éo de mais do que dois grupos, e teste
de Wilcoxon, para comparacdo de dois grupos. meio = células controle incubadas apenas com meio de
cultura, NP = células tratadas com nanoparticulas, leish = células infectadas com leishmanias, leish+NP

= células infectadas com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (*) p <0,05. Fonte: elaborada pelo
autor

Sendo assim ap6s a andlise dos dados de citocinas, concluimos que quando as células
foram infectadas e tratadas com nanoparticulas houve aumento da producao de IL-1p, no caso

dos ensaios com L. (L.) amazonensis, aumento da produgao de IL-10, no caso dos ensaios com
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L. (V.) bracziliensis e aumento da produc@o de IL-1p, IL-6 e IL-10, no caso dos ensaios com L.
(V.) guvanensis. Ja quando as células foram apenas infectadas com as leishmanias houve
aumento da producdo de IL-8 e IL-10, no caso dos ensaios com L. (L.) amazonensis, ndo houve
modificacido da producdo de citocinas, nos ensaios envolvendo L. (V.) braziliensis e ocorreu
aumento da producédo de IL.-10, no caso dos ensaios com L. (V.) guyanensis. Por outro lado,
quando as células foram tratadas apenas com as nanoparticulas, houve aumento da producao de
IL-6 e IL-10. E por fim, quando as células foram incubadas apenas com o meio de cultura houve
aumento da producdo de IL-1p e IL-10. O resumo dos resultados das citocinas encontra-se na

tabela 1.

Tabela 1- Influéncia do tratamento in vitro com nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a produgido de TNF-a, IL-1f3, IL-8, IL-6, IL-12p70 e IL-10 por células
THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis.

Leishmania (L.) amazonensis

Citocina 24 horas 72 horas 24 horas x 72 horas
TNF-a S/A S/A S/A

IL-18 S/A S/A Aumentado
IL-8 S/A S/A S/A

IL-6 S/A S/A S/A
IL-12p70 S/A S/A S/A

IL-10 S/A S/A S/A

Leishmania (V.) braziliensis

Citocina 24 horas 72 horas 24 horas x 72 horas
TNF-a S/A S/A S/A

IL-1B S/A S/A S/A

IL-8 S/A S/A S/A

IL-6 S/A S/IA S/A
IL-12p70 S/A S/A S/A

I1.-10 S/A S/A Aumentado

Leishmania (V.) guyanensis

Citocina 24 horas 72 horas 24 horas x 72 horas
TNF-a SIA S/A S/A

IL-1p S/A S/A Aumentado
IL-8 SIA S/A S/A

IL-6 S/A S/A Aumentado
IL-12p70 SIA S/A S/A
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IL-10 S/A S/A Aumentado

S/A — Sem alteracdo. Fonte: elaborada pelo autor

4.4 Influéncia do tratamento in vifro de nanoparticulas de maghemita encapsuladas
com polianilina sobre a aderéncia de macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis,
Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis

Verificamos que o tratamento com nanoparticulas e/ou a infeccio pelas leishmanias nao
alterou o numero de células THP-1 aderidas as laminulas em nenhum dos tempos avaliados.
Também ndo houve diferencas quando os diferentes tempos de incuba¢do foram comparados
entre si, com excecao das celulas controle incubadas apenas com meio de cultura, cujo
quantitativo no tempo de 72 horas estava reduzido em relagdo ao tempo de 24 horas nos ensaios

envolvendo L. (V.) guvanensis (figura 15C; p=0,031, teste de Wilcoxon).
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Figura 15 - Quantidade de células THP-1 aderidas as laminulas apos infeccdo com L. (L.)

amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e L. (V.) guvanensis e tratamento in vitro com 0,06

mg/mL de nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina.
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Em A: Numero de células aderidas apos infeccdo com L. (L.) amazonensis. Em B: Numero de células
aderidas apds infeccdo com Leistnania (V.) braziliensis. Em C: Namero de células aderidas apds
infecgdo com L. (V) guyanensis. Os dados estdo apresentados como mediana com intervalo interquartil.
A anélise estatistica foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, para
comparacdo de mais do que dois grupos, e teste de Wilcoxon, para comparacdo de dois grupos. meio =
células controle incubadas apenas com meio de cultura, NP = células tratadas com nanoparticulas, leish
= celulas infectadas com leishmanias, leish+NP = células infectadas com leishmanias e tratadas com
nanoparticulas. (*) p <0,05. Fonte: elaborada pelo autor
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4.5 Analise da viabilidade de parasitos intracelulares apés o tratamento in vitro de
células THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.) brazilisensis e L. (V.) guyanensis
com nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina

O tratamento com as nanoparticulas nao alterou a viabilidade dos parasitos intracelulares
obtidos a partir das células THP-1 infectadas tanto com L. (L.) amazonensis, quanto com L. (V)

braziliensis e L. (V.) guvanensis em nenhum dos tempos avaliados (figura 16).

Figura 16 - Viabilidade de parasitos intracelulares apos o tratamento in vitro de células THP-
1 infectadas com L. (L.) amazonensis, L. (V.) brazilisensis e L. (V.) guvanensis com 0,06 mg/mL

de nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina.
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Em A e B: Leishmania (L.) amazonensis. Em C e D: Leishmania (V.) braziliensis. EmE e F: Leishmania
(V.) guvanensis. Os dados representam a mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi
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realizada utilizando o teste de Wilcoxon. leish = células THP-1 infectadas com leishmanias e leish+NP
= células THP-linfectadas com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. Fonte: elaborada pelo autor

4.6 Influéncia da infeccao pelas leishmanias sobre o percentual de células THP-1
contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas

Quando os tempos 24 e 72 horas foram avaliados em separado, nossos dados mostraram
que a infecgdo com L. (L.) amazonensis promoveu aumento do percentual de células THP-1
contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas no tempo 72 horas (figura 17A; p=0,031, teste
de Wilcoxon), enquanto as infecgdes com L. (V) braziliensis e L. (V.) guvanensis nao
apresentaram essa capacidade. Diferentemente, ndo foram encontradas diferengas no percentual

de celulas contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas no tempo 24 horas.

Ao compararmos os tempos 24 e 72 horas entre si, verificamos que as infecgoes com L.
(L.) amazonensis (figura 17A; p=0,031, teste de Wilcoxon) e L. (V.) guvanensis (figura 17C;
p=0,031, teste de Wilcoxon) ocasionaram aumento tempo dependente do percentual de células
THP-1 contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas, o que nao foi observado quando as

células estavam infectadas com L. (V.) braziliensis.
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Figura 17 - Percentual de células THP-1 contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas. Em

A: Leishmania (L.) amazonensis. Em B: Leishmania (V.) braziliensis. Em C: Leishmania (V.)

guyanensis.
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Os dados estdo apresentados como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Wilcoxon. NP = células tratadas com nanoparticulas, leish+NP = células infectadas
com leishmanias e tratadas com nanoparticulas. (*) p <0,05. Em D: Imagem representativa de célula
nio infectada e sem interacdo com nanoparticulas. Em E: Imagem representativa de célula ndo infectada
interagindo com nanoparticulas (seta vermelha continua). Em F: Imagem representativa de célula
infectada com leishmania (seta vermelha pontilhada) interagindo com nanoparticulas (seta vermelha
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continua). Em E e F: As nanoparticulas podem ser vistas como estruturas com tamanhos variados de
coloragdo amarronzada. Fonte: elaborada pelo autor

Além da analise anteriormente descrita, quantificamos também o percentual de células
infectadas ou nio contendo nanoparticulas interiorizadas/aderidas nos diferentes tempos de
incubagao apenas nas laminulas cujas células THP-1 foram infectadas e tratadas com
nanoparticulas. Observamos que, para as trés espécies de Leishmania, houve maior percentual
de células ndo infectadas com nanoparticulas interiorizadas/aderidas em comparacao com as
células infectadas, tanto no tempo 24 horas (Figura 18; p<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn) quanto no tempo 72 horas (Figura 18; p<0,05, Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn). Quando os diferentes tempos de incubacdo foram comparados entre si, verificamos que
nos ensaios contendo L. (L.) amazonensis houve aumento no percentual de células nio
infectadas com nanoparticulas interiorizadas/aderidas no tempo 72 horas em comparagio ao
tempo 24 horas (figura 18A; p=0,031, teste de Wilcoxon). Tal modificagio ndo foi observada

nos ensaios contendo L. (V.) braziliensis (figura 18B) e L. (V.) guyanensis (figura 18C).
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Figura 18 - Percentual de células THP-1 infectadas ou ndo apresentando nanoparticulas

interiorizadas/aderidas. Em A: Leishmania (L.) amazonensis.
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Em B: Leishmania (V.) braziliensis. Em C: Leishmania (V.) guyanensis. Os dados estdo apresentados
como mediana com intervalo interquartil. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do método de Dunn para comparagio de mais do que dois grupos, e teste de Wilcoxon, para
comparacio de dois grupos. NI = células THP-1 nio infectadas, NI+INP = células THP-1 nio infectadas
contendo nanoparticulas, INF = células THP-1 infectadas, e INF+NP = células THP-1 infectadas
contendo nanoparticulas.(*) p <0,05; (**) p<0,01; (**%) p<0,001; (****) p<0,0001. Fonte: elaborada
pelo autor

Assim, a analise do percentual de células THP-1 contendo nanoparticulas

interiorizadas/aderidas permitiu concluir que as infeccdes com L. (L.) amazonensis e L. (V.)
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guyanensis aumentaram a interagdo das células THP-1 com as nanoparticulas. Contudo, nesses
ensaios, assim como naqueles envolvendo L. (V.) braziliensis, a maior parte das células em

contato com as nanoparticulas nio estavam infectadas pelos parasitos.

5. DISCUSSAO

Para avaliar o possivel efeito antiparasitario de nanoparticulas de maghemita (y-Fe2O3)
encapsuladas com polianilina sobre macrofagos infectados com espécies de Leishmania
causadoras de leishmaniose tegumentar, diferenciamos celulas THP-1 em macrofagos pela
incubagdo com 320 nM de PMA e as infectamos com promastigotas de L. (L.) amazonensis, L.
(V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. Apos a infecgdo, as células foram incubadas com
nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina (0,06 mg/mL) por 24 e 72 horas ¢
o indice de infecgdo foi analisado. Foi empregada uma concentragdo nao citotdoxica de
nanoparticulas, que foi determinada para a execucdo de outro projeto envolvendo
nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina e células THP-1. Como resultado,
observamos que o tratamento com as nanoparticulas nao alterou o indice de infeccao das células
THP-1 em nenhum dos tempos analisados (figura 10). Os nossos resultados foram diferentes
dos obtidos em estudos que tém investigado o efeito anti-Leishmania de nanoparticulas de
oxido de ferro (KATHAMI et al., 2017; KHALIL et al., 2017; HASSAN et al, 2018;
ALBALAWT et al., 2018), ja que tais estudos em conjunto tem apontado que as nanoparticulas
de oxido de ferro induzem a morte dos parasitos, bem como reduzem a carga parasitaria in vitro
e in vivo em células infectadas com leishmanias. Tal diferenca entre o nosso estudo e trabalhos
prévios pode ter sido ocasionada por distintos fatores como: a) concentra¢do de nanoparticulas
utilizada (ndo citotoxica versus citotoxica), b) forma parasitaria empregada (promastigotas
versus amastigotas), ¢) espécie de Leishmania utilizada (leishmanias do velho mundo versus
leishmanias do novo mundo), d) localizagdo do parasito (extracelular versus mtracelular), d)
tipo de nanoparticula de oxido de ferro empregada (magnetita versus maghemita), e e)

diferengas no recobrimento das nanoparticulas (polianilina versus piroctana olamina).

Como a producdo de moléculas microbicidas sido importantes no contexto de defesa
contra as leishmanias, paralelamente a avaliagdo do indice de infeccdo, mensuramos os niveis
de oxido nitrico nos sobrenadantes de cultura das células infectadas e incubadas ou nao com as
nanoparticulas e observamos que, a infecgao isolada com as trés espécies de Leishmania nao

alterou os niveis basais de 0xido nitrico produzidos pelas células THP-1. Contudo, na presenca
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das nanoparticulas e no tempo 72 horas, houve maior produgio de 6xido nitrico por células
THP-1 infectadas com L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, mas nao com L. (V.)
guyanensis (Figura 11). Verificamos ainda que as nanoparticulas isoladamente ndo foram
capazes de modificar a producdo basal de oxido nitrico pelas células THP-1. Assim como em
nosso estudo, Albalawi e colaboradores (2021) demonstraram que o tratamento com
nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) cobertas ou nao com piroctana olamina (PO), um sal
etanolamina derivado do hidroxamico piroctana, aumentou os niveis de oxido nitrico em
sobrenadante de cultura de célilas J774-Al infectadas com L. (L.) major. E amplamente
conhecido que o oxido nitrico (NO) € uma espécie reativa de nitrogénio (RNS) essencial para
a defesa contra as leishmanias (HORTA et al., 2012) e ja foi demonstrado que a sua auséncia,
fornece uma vantagem aos parasitos, que se replicam de forma descontrolada nas células
hospedeiras (OLEKHNOVITCH & BOUSSO, 2015). Assim, nossos resultados apontam que o
tratamento com as nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina modulam

positivamente um importante mecanismo microbicida dos macrofagos contra as leishmanias.

Em leucocitos, a producido de oxido nitrico é mediada pela sintase do oxido nitrico
induzivel (iNOS). Esta enzima promove a metabolizacao da L-arginina para gerar L-citrulina e
oxido nitrico (HORTA et al., 2012). Contudo, as leishmanias afetam a sintese de proteinas,
mnibindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas pelos macrofagos, bem como
prejudicando sua reatividade aos sinais indutores da expressao de iNOS por interferirem com
as vias do NF-kB e STAT. Estas estratégias impedem a expressao de iNOS no sitio de infecgao
e promovem a persisténcia dos parasitos (OLEKHNOVITCH & BOUSSO, 2015).
Possivelmente, tais mecanismos de evasdo colaboraram para nio ter ocorrido modificagdo da
producdo de oxido nitrico pelas células THP-1 apos a infeccao com as distintas espécies de
Leishmania. Por outro lado, ndo explicam as razdes pelas quais as células THP-1 se tornaram
mais habeis em produzir oxido nitrico na presenca simultinea dos patogenos e das

nanoparticulas.

Ja foi demonstrado que a produgao de oxido nitrico pode ser disparada pela ligagao a
receptores tipo Toll. Dos receptores expressos nas membranas celulares, o TLR2, TLR3, TLR4
e TLRS5 estao envolvidos em sinalizacao que leva a produgao de oxido nitrico via ativagao de
MyD88. Dos TLRs expressos na membrana endossomal, a sinalizagao via TLR9/21 e TLR3
também induz a producio de oxido nitrico (ABDUL-CADER et al.,, 2016). Em 2018, Wolf-
Grosse e colaboradores mostraram que nanoparticulas de oxido de ferro aumentaram de um

modo dose-dependente a producgio de citocinas em macrofagos humanos por meio da ativagio
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dos receptores TLR2/6, TLR4 e TLR8 (WOLF-GROSSE et al., 2018). Ja foi observado também
que macrofagos reconhecem LPG de Leishmania € antigenos especificos de amastigotas via
TLR2. A interagdo do LPG com o TLR2 deflagrou a producao de TNF-a, IL-12, 6xido nitrico
e espécies reativas de oxigénio (GUPTA et al, 2013). Foi verificado ainda que o
reconhecimento de glicoesfingofosfolipideo (GSPL) e do complexo proteoglicolipideo
(P8GLC) de Leishmania via TLR4 promove uma forte resposta antiparasitaria mediada por
TNF-o0 (GUPTA et al., 2013). Portanto, € possivel que em nosso estudo, a produgao aumentada
de oxido nitrico observada nas culturas que continham L. (L.) amazonensis e L. (V). braziliensis
possa ter sido ocasionada pela ligagdo concomitante de antigenos parasitarios e nanoparticulas
a receptores tipo Toll presentes nas membranas celulares ou nos compartimentos endossomais
das células THP-1. De fato, tem sido demonstrado que macrofagos requerem mais de um sinal
para produzirem oOxido nitrico. Por exemplo, ja foi observado que a combinagdo LPS
(lipopolissacarideo), um ligante de TLR4, com IFN-y foi mais efetiva em estimular a producao
de oxido nitrico em linhagem de macrofago murino do que o LPS sozinho (ABDUL-CADER
et al., 2016). Similarmente, estimulacao prévia com IFN-y ou infec¢do viral é necessaria para
deflagrar a producio de 6xido nitrico induzida pelo LPS em macrofagos de aves (ABDUL-

CADER et al., 2016).

Alguns estudos tém mostrado que a producio de oxido nitrico por células do sistema
monocitico/macrofagico é diversamente afetada pelas distintas espécies de Leishmania. Em
2006, KAVOOSI e colaboradores mostraram que LPG de L. (L.) major estimulou a produgio
de oxido nitrico por células J774.1A de um modo dose dependente. Ja a infeccao com L. (L.)
tropica reduziu a produgdo de oxido nitrico por células J774 estimuladas com LPS/IFN-y,
enquanto a infeccdo pela L. (L.) major ndo exerceu tal efeito supressor (MAKSOURI et al.,
2020). Também ja foi demonstrado que o LPG de L. (L.) amazonensis, bem como 0s proprios
parasitos estimularam, via TLLR4, a producio de 6xido nitrico por macrofagos de camundongos
C57BL/6 (NOGUEIRA et al., 2015). Por outro lado, em 2015, ALVES e colaboradores
mostraram que a infecgao in vitro com L. (L.) amazonensis nao disparou a produgao de oxido
nitrico por macrofagos de camundongos BALB/c. Foi verificado ainda que macrofagos
previamente estimulados com IFN-y e incubados com LPG de L. (V.) braziliensis apresentaram
produgao de 0xido nitrico mais elevada do que aquelas incubadas com LPG de L. (L.) infantum
(IBRAIM et al., 2013). Em 2020, um estudo também mostrou que a produgio intracelular de
dxido nitrico por mondcitos classicos (CD147"CD16) e pro-inflamatérios (CD14"CD167) foi
mais elevada na presenca de L. (L.) infantum do que de L. (V.) braziliensis (RIBEIRO et al.,
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2020). Portanto, o fato das espécies de Leisimania utilizadas em nosso estudo terem alterado
de modo distinto a produgao de oxido nitrico pelas células incubadas com as nanoparticulas
pode ter relagdo com a capacidade de cada parasito modular distintamente a producao de oxido
nitrico pelos macrofagos, que somada as modificacoes induzidas pelas nanoparticulas pode ter
resultado na producgio aumentada de oxido nitrico nas culturas contendo L. (L.) amazonensis €

L. (V.) braziliensis, mas ndo L. (V.) guyanensis.

Além do oxido nitrico, citocinas desempenham importantes papéis na resisténcia contra
as leishmanias. Tais moléculas tém sido relacionadas também com suscetibilidade aumentada
aos parasitos, bem como com o desenvolvimento de dano tecidual ao longo da doenca
(GABRIEL et al. 2019; DOS SANTOS et al.,, 2019; MASPI et al, 2016). O TNF-a ¢ uma
citocina produzida principalmente por macrofagos e que desempenha um papel crucial
na depuracdo das leishmanias, exercendo seu papel por meio do aumento da atividade
metabolica dos macrofagos e da sintese de o6xido nitrico (GHORBANTI et al., 2017; DOS
SANTOS et al., 2019). Contudo, tem sido relacionado com resposta inflamatoria exacerbada
em pacientes com LMC (SCORZA et al.,, 2017). Ja a IL-1p foi relacionada a resisténcia do
hospedeiro a infec¢ao pela Leishmania por induzir produ¢ao de 6xido nitrico, que restringiu a
replicagdo dos parasitos (LIMA-JUNIOR et al., 2013). Por outro lado, a IL-13 também mostrou
capacidade de exacerbar a doenca causada por L. (L) major em camundongos CS57BL/6
(CHARMOY et al., 2016). ATL-8 é secretada por macrofagos residentes em resposta a infecgao
pelas leishmanias e desempenha um papel fundamental nos estagios iniciais da infeccdo por
induzir o recrutamento e ativagao de neutrofilos no sitio de infeccao (MASPI, 2016). Outra
molécula importante no contexto das leishmanioses é a IL-6, que é uma citocina com funcio
pro-inflamatoria. A IL-6 é produzida por diversas células como macrofagos, células dentriticas
e células T. Atua como um fator de crescimento para células B e juntamente com o TGF-§
estimula o desenvolvimento de linfocitos Th17, que sdo celulas secretoras de IL-17 (MASPI et
al., 2016; OSERO et al., 2020), uma citocina que tem sido relacionada com a exacerbacao de
lesdes cutaneas causadas por espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose tegumentar
(KOSTKA et al., 2009; SCOTT & NOVAIS., 2016). Ja a IL-12 estimula a diferenciacdo de
linfocitos Thl, que por meio da liberacao de IFN-y e TNF-o controlam a multiplicacao dos
parasitos (MASPI et al., 2016; OSERO et al., 2020). Na auséncia de IL-12, canmundongos
tornam-se suscetivelis a infecgo por L. (L.) major por apresentarem resposta polarizada para a
producao de citocinas Th2 (MASPI et al., 2016; OSERO et al., 2020). Por sua vez, a IL-10

bloqueia diretamente o macrofago e a produgio de IL-12 por células dendriticas, prejudicando
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a proliferacdo de linfocitos Thl e a produgdo de IFN-y (OSERO et al., 2020). Tais efeitos
mediados pela IL-10 tém sido relacionados com aumento da suscetibilidade a infeccao

parasitaria e a persisténcia dos parasitos no sitio de infec¢do (BELKAID et al., 2017).

Em virtude dos importantes papéis desempenhados pelo TNF-a, IL-1f, IL-8, IL-6, IL-
12p70 e IL-10 no contexto da infeccao pelas leishmanias, quantificamos também seus niveis
em sobrenadantes de cultura de macrofagos infectados in vitro com L. (L.) amazonensis,
Leishmania (V) braziliensis e L. (V.) guvanensis, apos o tratamento com nanoparticulas.
Quando os tempos 24 horas e 72 horas foram avaliados em separado, os dados mostraram que
o tratamento nio alterou os niveis de nenhuma citocina tanto nos sobrenadantes de cultura das
células infectadas com L. (L.) amazonensis (figura 12) quanto nos sobrenadantes das células
infectadas com L. (V.) braziliensis (figura 13) e L. (V.) guvanensis (figura 14). Entretanto, ao
comparamos o tempo 24 horas e 72 horas entre si, observamos que as células infectadas e
tratadas com nanoparticulas aumentaram a produgdo de IL-1[B, nos ensaios com L. (L.)
amazonensis (figura 12), de IL-10, nos ensaios com L. (V.) braziliensis (figura 13) e de IL-1p,
IL-6 e IL-10, nos ensaios com L. (V.) guvanensis (figura 14). Ainda verificamos que as células
apenas infectadas aumentaram a producdo de IL-8 e IL-10, nos ensaios com L. (L)
amazonensis, e de IL-10, nos ensaios com L. (V) guvanensis. Além disso, as células tratadas
apenas com nanoparticulas aumentaram a producdo de 1L-6 e IL-10. E por fim, as células
incubadas apenas com meio de cultura aumentaram a producéo de IL-1p e IL-10. Portanto, os
nossos dados mostraram que as células infectadas com L. (L.) amazonensis e incubadas com as
nanoparticulas mantiveram a capacidade de produzir IL- 13 e produziram menores niveis de IL-
10. Ja as células infectadas com L. (L.) braziliensis e tratadas com as nanoparticulas
apresentaram producao aumentada de IL-10, enquanto as células infectadas com L. (L.)
guvanensis e tratadas com nanoparticulas produziram maior quantidade de IL-1p e IL-6,
indicando que as nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina sdo capazes de
modular positivamente diferentes citocinas envolvidas na mmunidade ¢ imunopatogenia das

leishmanioses.

Apos a revisio da literatura, observamos que o nosso estudo foi o primeiro a analisar a
influéncia do tratamento com nanoparticulas de oxido de ferro sobre a produgao de citocinas
por macrofagos infectados com leishmanias. Entretanto, assim como em nosso trabalho, alguns
estudos também tém mostrado que nanoparticulas de o0xido de ferro sdo capazes de aumentar a
producio de citocinas pro- e anti-inflamatorias por macrofagos em outros contextos. Em 2014,

ANDUIJAR e colaboradores investigaram o efeito da exposi¢cdo ocupacional a nanoparticulas
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de metal em pulmdes de soldadores e observaram que houve secre¢do aumentada de TNF-a,
IL-1P e IL-6 apos incubagao de células THP-1 com nanoparticulas de maghemita (Fe:Os).
Também foi verificado aumento da producao de TNF-a por células RAW264.7 co-incubadas
com células de cancer de mama e ferumoxytol (Feraheme®), uma nanoparticula de magnetita
(Fe304) coberta com carboximetildextran utilizada para o tratamento de anemia nos Estados
Unidos (ZAGANEH et al.,, 2016). Em outro estudo de céncer, foi verificado que células
RAW2064.7 co-incubadas com celulas de fibrossarcoma humano (HT1080) e nanoparticulas de
oxido de ferro superparamagnéticas (SPIONs) apresentaram expressao génica aumentada para
TNF-o (ZHANG et al., 2020). O tratamento com SPIONs também induziu aumento na
expressao de numerosas citocinas em macrofagos derivados de medula 6ssea, incluindo 1L-1,
IL12p40/70, TNF-a, IL-2 e IL-10, além das quimiocinas SDF-1a and MCP-1 (JIN et al., 2019).
Em contraste, também ja foi verificado um efeito supressor das nanoparticulas de oxido de
ferro, pois células J774.A1 estimuladas com LPS e tratadas com nanoparticulas de maghemita
(Fe203) apresentaram menor producao de TNF-o e IL-6 do que as células nao tratadas com as
nanoparticulas (DALZON et al, 2020).VILLEGAS e colaboradores (2019) também
descobriram que nanoparticulas de ¢Oxido de ferro revestidas com acido poliacrilico nio
alteraram a viabilidade de macrofagos derivados de monocitos, mas inibiram a secrecdao de
citocinas como IL-1B, IL-6 e IL-10. Além disso, também ja foi observado auséncia de efeito
modulador pelas nanoparticulas de 6xido de ferro ja que VOGT e colaboradores, em 2015, nao
observaram liberacio de TNF-o em macrofagos primarios humanos expostos a SPIONs

recobertas com dextran ou silica.

Nao avaliamos ainda os mecanismos pelos quais as nanoparticulas de maghemita
encapsuladas com polianilina aumentaram a produgio das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10 pelos
macrofagos infectados com leishmanias. Um estudo conduzido em 2016 mostrou que
nanoparticulas de magnetita (FesO4) cobertas com carboximetildextran promoveram a
repolarizagdo de macrofagos associados a células tumorais para um fenotipo M1 (ZAGANEH
et al, 2016). Macrofagos M1 sdo caracterizados pela capacidade de liberar citocinas pro-
inflamatorias (IL1-p e TNFa) e quimioatraentes (CXCL3, -8, -10) e desempenham um papel
essencial na eliminagdo de patogenos, células danificadas ou transformadas e no recrutamento
de outras células do sistema imunologico para o sitio de infecgdo (DUKHINOVA et al., 2020).
Foi demonstrado que nanoparticulas de 0xido de ferro disparam sinalizagao pro-inflamatoria
em macrofagos por meio da ativagdo dos TLRs 2/6, 4 e 8 (DUKHINOVA et al., 2020;
MULENS-ARIAS et al., 2020). A ativagao dos TLRs conduz a sinalizacao especifica em
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macrofagos que estimula a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO)
e ativacdo do inflamassoma para matar os patogenos, a apresentagao de antigenos por meio da
elevacdo da expressdo dos complexos de histocompatibilidade tipo I e II (MHC I, II), CD80,
CD86, a liberagio de citocinas pro-inflmatorias e quimiocinas que atraem outras subpopulacdes
de leucocitos para o local da infeccao (DUKHINOVA et al., 2020). O efeito das nanoparticulas
de 6xidos de metais em macrofagos também envolve a regulagiio da transcricdo génica. Em
macrofagos tratados com nanoparticulas de 0xidos de metal foi detectada a ativagao de STATI
e NF-kB, que sao fatores de transcri¢do abundantes em macrofagos M1 (DUKHINOVA et al.,
2020). Também ja foi observado que SPIONs usadas clinicamente induziram autofagia em
macrofagos especificamente por meio da ativagao de TLR4, seguida por fosforilagao de p38 e
translocacao de Nrf2 para os nilicleos das células. Tal translocacdo foi acompanhada pela
producdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias (IL-18, IL-12p40/70, TNF-a, IL-2, IL-10) ¢
quimiocinas (SDF-1, MCP-1) pelos macrofagos expostos as SPIONs (JIN et al, 2019).
Portanto, considerando esses achados, é possivel que as nanoparticulas utilizadas em nosso
estudo tenham modulado a producdo de citocinas pela ativacdo de receptores tipo Toll
existentes nas membranas celulares ou compartimentos endossomais das celulas THP-1. Tal
ativacdo pode ter disparado vias de sinalizagdo intracelulares relacionadas a producdo de
citocinas que culminou com maior produgao de IL-1f, IL-6 e IL-10 nos tempos mais tardios de

tratamento.

Alguns estudos tem mostrado que as distintas espécies de Leishmania afetam a producéo
de citocinas pelos fagocitos de modo diferenciado. Em 2018, fo1 observado que monocitos
humanos infectados por L. (L.) infantum produziram menor quantidade de TNF-a e
apresentaram razao TNF-o/IL-10 menor do que as células mfectadas por L. (V) baziliensis
(VIANA etal., 2018). Ja Ribeiro et al. (2018) verificaram que L. (L.) infantum induziu um perfil
de citocinas pro-inflamatorias caracterizado por niveis mais elevados de TNF-a em
sobrenadante de cultura do que L. (V.) braziliensis. Também foi observado que macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c produziram maior quantidade de TNF-o quando
estimulados com LPG de L. (V.) braziliensis do que com LPG de L. (L.) infantum (IBRAIM et
al., 2013). Em 2014, foi verificado ainda que a infec¢io de macrofagos peritoneais provenientes
de camundongos BALB/c com L. (L.) amazonensis nao alterou a produgdo de TNF-a e [L-12,
mas a producdo destas citocinas foi aumentada pela infec¢do com L. (V.) braziliensis e L. (V.)
shawi. Neste mesmo estudo, a produgido de TGF-p foi mais elevada quando os macrofagos

foram infectados com L. (L.) amazonensis e L. (V.) shawi do que quando infectados com L. (V.)
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braziliensis (RAMOS et al., 2014). Portanto, o fato das espécies de Leishmania empregadas em
nosso trabalho terem alterado de modo distinto a produgao de citocinas pelas células incubadas
com as nanoparticulas pode estar associado com a capacidade de cada parasito modular de
modo diverso a producdo citocinas em macrofagos, que somada as mudancas promovidas pela
incubacdo simultinea com as nanoparticulas pode ter ocasionado os diferentes perfis de
citocinas observados nas culturas contendo L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V')

guyanensis.

No intuito de excluir a possibilidade de que os dados fossem influenciados pela destruigéo
dos macrofagos pelas leishmanias e/ou por efeito toxico das nanoparticulas sobre os
macrofagos, avaliamos o numero de células aderidas as laminulas e observamos que tanto a
infecgao pelas distintas espécies de Leishmania, quanto o tratamento com as nanoparticulas nao
alterou o nimero de células que permaneceram nas laminulas ao final dos tempos de mcubacéio
(figura 15). Além deste ensaio, também avaliamos a viabilidade dos parasitos intracelulares
indiretamente por meio da avaliagao do mimero de promastigotas que proliferaram a partir das
amastigotas intracelulares. Como resultado, verificamos que os parasitos permaneceram viaveis
em todas as culturas analisadas (figura 16). Nossos resultados divergiram da literatura ja que
estudos prévios tém demonstrado toxicidade das nanoparticulas de oxido de ferro para
promastigotas e amastigotas de Leishmania (KATHAMI et al., 2017; KHALIL et al., 2017;
HASSAN et al., 2018), que determinou inclusive diminuig¢do da carga parasitaria e do tamanho
de lesdes cutaneas em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major (ALBALAWI et
al., 2021). A viabilidade aumentada dos parasitos pode ter sido devido ao fato de que, embora
em nosso estudo tenhamos observado modulacao positiva da producao de oxido nitrico, bem
como de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B e IL-6) pelas células infectadas com as leishmanias
e tratadas com as nanoparticulas, as concentragcoes de 6xido nitrico nas culturas ainda foram
baixas para exercerem agéo antiparasitdria. De fato, um estudo publicado recentemente mostrou
que houve diminuigdo da viabilidade de amastigotas de L. (L.) tropica e L. (L.) major apos a
exposicao a concentragdes elevadas de NO, sendo que o IC50 para de L. (L.) tropica foi 51 uM
e para L. (L.) major foi >100 uM (MAKSOURI et al., 2017). Outro aspecto que também
justificaria seria a incapacidade de as nanoparticulas penetrarem nas células parasitadas e
exercerem toxicidade sobre os parasitos intracelulares. Entao, para entender como as células
THP-1 estavam interagindo com as nanoparticulas, quantificamos o percentual de células que
apresentavam nanoparticulas interiorizadas/aderidas e verificamos que houve aumento no

percentual de células interagindo com as nanoparticulas apds a infeccdo com L. (L.)
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amazonensis e L. (V.) guvanensis (figura 17). Contudo, ao refinarmos a analise observamos que
em todos os ensaios as celulas n3o infectadas apresentaram maior interacdo com as

nanoparticulas do que as células infectadas (figura 18).

Nao analisamos ainda os mecanismos pelos quais as células infectadas foram menos
hiabeis em interagir com as nanoparticulas. Uma possibilidade é que a infeccdo pelas
leishmanias tenha diminuido a capacidade das células englobarem as nanoparticulas. Sabe-se
que a endocitose de nanoparticulas de 6xido de ferro € um processo complexo que envolve
varias vias. Tal complexidade se deve a distintos fatores como tamanho, carga, tipo de cobertura
e identidade bioldgica que determinarao a via de interiorizagao que sera utilizada pelas celulas
(MULENS-ARIAS et al., 2020). Em mamiferos, a endocitose ocorre por meio das seguintes
vias: (1) pinocitose, um processo que envolve o englobamento em vesiculas com até 150 nm,
(2) macropinocitose, um mecanismo que envolve a internalizagdo em vesiculas com mais do
que 250 nm, (3) endocitose dependente de clatrina/caveolina, uma via que acarreta o
englobamento em vesiculas que variam de 60 a 120 nm, 4) endocitose independente de
clatrina/caveolina, cujo englobamento acontece em vesiculas com aproximadamente 90 nm, e
(4) fagocitose, um mecanismo que determina a ingestao de particulas grandes como
microrganismos e debris celulares em vesiculas com mais do que 250 nm (ZHU et al., 2013;
CANTON, 2018; MULENS-ARIAS et al., 2020). Em estudos prévios foi observado que a
endocitose de nanoparticulas de oxido de ferro em macrofagos ocorre por meio de fagocitose,
macropinocitose e endocitose mediada por clatrina/caveolina (MULENS-ARIAS et al., 2020).
Para que essas formas de endocitose acontegam é necessario um citoesqueleto de actina intacto
em células de mamiferos (SAMAJ et al., 2004). Em 2016, um estudo mostrou que a infeccao
com L. (L.) amazonensis altera a dindmica de polimerizacdo dos filamentos de actina em
macrofagos. Nesse modelo, as células infectadas apresentaram padrao acentuadamente
alterado, com multiplas regides de polimerizacido de actina que alternavam em localizagao,
enquanto as nao infectadas apresentaram ondas estaveis de polimerizagido que se organizavam
em ponto especifico das células. A analise da forma também mostrou maior polimerizagio
de actina no sentido circular nas células infectadas, enquanto nas nao infectadas houve maior
polimerizac@o no sentido excéntrico (de MENEZES et al., 2016). Portanto, é possivel que em
nossos ensaios as células infectadas tenham apresentado maior dificuldade em interiorizar as
nanoparticulas pelo fato de apresentarem alteragoes na capacidade de remodelamento do
citoesqueleto de actina que levou a uma menor capacidade de realizar endocitose das

nanoparticulas.
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Na endocitose, a detecgio dos alvos a serem interiorizados ¢ em grande parte mediada
por receptores. Ainda ndo se conhece amplamente quais receptores sdo utilizados pelos
macrofagos para detectarem/interiorizarem as nanoparticulas de oxido de ferro. Os trabalhos
disponiveis até o momento mostram que tais nanoparticulas podem  ser
detectadas/interiorizadas pelos macrofagos por meio de distintos receptores como os receptores
tipo Toll 4 (TLR4), Toll 2/6 (TLR 2/6), Toll 8 (TLR8), Scavenger classe A (SR-A) e receptor
para complemento (CR) (WANG et al., 2017, WOLF-GROSSE et al., 2018; MULENS-ARIAS
et al.,, 2020). Portanto, uma redugfo induzida pelas leishmanias da expressdo de receptores
responsaveis pela deteccao/interiorizacao das nanoparticulas pode tambeém ter contribuido para

que as celulas parasitadas apresentassem menor eficiéncia no englobamento das nanoparticulas.

No caso de macrofagos, muitas vezes a deteccdo e interiorizagdo ¢ precedida pela
migracdo direcional das células até o alvo por meio de um processo estritamente regulado
denominado quimiotaxia (WU, 2005). Essa migragdo segue as seguintes etapas: (1) formacio
de um pseudopode lider, (2) adesdo a matriz extracelular; (3) translocacao do corpo celular, (4)
liberacdo da borda traseira, e (5) retracdo e reciclagem de membrana e receptores da parte
traseira para a frente da célula (WEISNER et al., 2014). Alguns estudos tem mostrado que a
infeccdo pelas leishmanias altera a capacidade quimiotatica dos macrofagos. Ja foi observado
que a infecc@o por L. (L.) mexicana diminuiu a capacidade quimiotatica de macrofagos (BRAY
et al.,, 1983). Em 2016, Menezes e colaboradores também demonstraram que macrofagos
infectados com L. (L.) amazonensis apresentaram migracao diminuida em resposta ao MCP-1,
uma quimiocina que regula migragao e infiltracao de monocitos e macrofagos (de MENEZES
et al.,, 2016). Portanto, outro aspecto que também pode ter colaborado para que nos nossos
ensaios as células infectadas tenham apresentado menor habilidade para englobar as
nanoparticulas é uma possivel reducido da capacidade quimiotatica dos macrofagos induzida

pela infeccéo.

Finalmente, tomados em conjunto, os nossos dados mostraram que o tratamento com as
nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina ndo alterou o indice de infeccdo dos
macrofagos, bem como nao modificou a viabilidade dos parasitos intracelulares. Essa auséncia
de efeito antiparasitario foi seguida da incapacidade de as nanoparticulas penetrarem nas células
parasitadas, tendo ocorrido um menor percentual de células interagindo com as nanoparticulas
na presenca da infeccdo. Contudo, as nanoparticulas ainda foram capazes de modular
positivamente a produgao de oxido nitrico e, bem como das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10.

Porém, os niveis produzidos foram insuficientes para alterar a carga parasitaria, bem como a
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viabilidade dos parasitos intracelulares. Embora a ineficiéncia do tratamento em reduzir a carga
parasitaria possa ser ter sido ocasionada pela incapacidade de as nanoparticulas induzirem
potentes mecanismos microbicidas nos macrofagos, a impossibilidade de interagirem ou
ingressarem nas células parasitadas pode ter sido a principal causa da auséncia de agio
antiparasitaria por parte de tais nanocompdsitos. Para confirmarmos essa possibilidade
precisaremos ainda verificar se as nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina
exercem efeito leishmanicida direto sobre promastigotas e amastigotas axénicas das espécies
de Leishmania utilizadas em nosso estudo. O fato de as nanoparticulas de maghemita
encapsuladas com polianilina terem apresentado dificuldade em interagir com as células
parasitadas aponta a necessidade do desenvolvimento de nanoparticulas de oxido de ferro com
maior capacidade de penetracdo nas células parasitadas. Uma possibilidade seria efetuar o
recobrimento das nanoparticulas com moléculas (complemento, manose, imunoglobulinas e
outras) que medeiem sua entrada nas células parasitadas por vias endociticas preservadas
durante a infeccdo com leishmanias. Para melhor orientar o desenvolvimento de tais
nanoparticulas seriam necessarios estudos previos para compreender como a infecg¢do pelas
leishmanias afeta as vias endociticas dos macrofagos. Outro aspecto relevante a ser comentado
€ que nosso estudo foi conduzido utilizando ensaios in vitro, que representam um contexto
simplificado em relacdo a complexidade de células que estdo envolvidas na resposta
imunolégica ao longo da infeccao natural pelas leishmanias. Ha alguns anos, foi demonstrado
em modelo murino que nanoparticulas de 6xido de ferro sdo mteriorizadas via complemento
por diversas células como monocitos, neutrofilos e linfocitos apos injecao intravenosa (INTURI
et al., 2015). Portanto, a realizacdo de ensaios in vivo utilizando animais infectados com
leishmanias poderd conduzir a um desfecho diferente do que foi obtido em nosso estudo.
Embora ndo tenhamos demonstrado agdo antiparasitdria por parte das nanoparticulas de
maghemita encapsuladas com polianilina, nosso trabalho permitiu avangar no conhecimento da
interacdo entre nanoparticulas de oxido de ferro no contexto da infecgdo pelas leishmanias e
ainda pensar novas possibilidades de estudo empregando tais nanoparticulas no contexto das

leishmanioses.

6. CONCLUSAO
Baseado nos resultados obtidos, concluiu-se que o tratamento de macrofagos infectados
com nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina nio diminuiu a carga

parasitaria, bem como a viabilidade das leishmanias intracelulares. Além disso, o tratamento
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com as nanoparticulas modulou positivamente a produgé@o de oxido nitrico e de citocinas (IL-
1B, IL-6 e IL-10) pelas células parasitadas. Porém, tal modulagao foi insuficiente para alterar a
carga parasitaria dos macrofagos, assim como a viabilidade das amastigotas intracelulares.
Paralelamente, houve um percentual reduzido de células parasitadas interagindo com as
nanoparticulas, o que colaborou adicionalmente para a manutengdo da carga parasitaria, bem
como da viabilidade dos parasitos intracelulares. Portanto, os dados obtidos sugerem que as
nanoparticulas de maghemita encapsuladas com polianilina ndo exercem atividade anti-
Leishmania, tanto por nio modularem acentuadamente os mecanismos microbicidas dos
macrofagos, como também por encontrarem dificuldade de exercer agao antiparasitaria direta

devido a baixa capacidade de penetragdo nas células parasitadas.
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