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SILVA, Jéssica Reboucas. Avaliacdo do efeito leishmanicida e imunomodulador de
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2022. 156 f. Tese (Doutorado em Patologia Humana) — Universidade Federal da Babhia,
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RESUMO

A leishmaniose cuténea (LC) € um grave problema de salude publica. Devido a falta de
interesse comercial, o atual arsenal terapéutico € ultrapassado e apresenta sérias limitagbes. O
presente estudo empregou ferramentas nanotecnoldgicas e explorou a biodiversidade
brasileira para avaliar quatro possiveis candidatos a terapia da LC: Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados contendo Anfotericina B (CLN-ANB), extrato de propolis verde brasileiro
padronizado (EPP-AF®) e as lignanas iangambina e epi-iangambina em modelos in vitro e/ou
in vivo de infecgdo por L. amazonensis ou L. braziliensis, ambos agentes etioldgicos da LC no
Brasil. Para tanto, macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c foram
infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis e tratados com 0s compostos por 48h. Os
dados in vitro revelaram a rapida absorcdo de CLN-AnB pelos macréfagos apds 1h de
tratamento, contribuindo para reducgéo da citotoxicidade e efeito leishmanicida sobre L.
braziliensis em baixas concentragdes, ndo associado a producdo de TNF-a ou Oxido nitrico.
Macrdéfagos infectados por L. amazonensis e tratados com EPP-AF® apresentaram distinta
modulacdo na producdo de mediadores pré e anti-inflamatorios, além da ativacdo da via de
sinalizacdo ERK 1/2, apresentando reduzido indice de infeccdo. Ademais, demonstramos pela
primeira vez os efeitos leishmanicida e imunomodulador da iangambina e da epi-iangambina
em macrofagos infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis. Nos ensaios in vivo,
semelhante eficacia foi observada entre os tratamentos CLN-AnB e antimoniato de
meglumina em relacdo a reducdo de lesdes e reducdo da carga parasitaria em camundongos
BALB/c infectados com L. braziliensis. O tratamento topico com gel EPP-AF® resultou na
reducdo do tamanho da lesdo em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis,
sem possuir efeito na reducdo da carga parasitaria ou na producdo de mediadores
inflamatorios sistémico, nos linfonodos ou no sitio de infeccdo. Em suma, este projeto possuli
potencial inovador para identificar novos candidatos a terapia de CL, além de aprofundar a
busca por compostos bioativos no contexto da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea. Leishmania. Compostos naturais. Anfotericina B.
Propolis. langambina. Epi-langambina. Nanocarreadores.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a serious public health concern. Due to lacking commercial
interest, the current therapeutic arsenal is outdated and presents serious limitations. The
present study employed nanotechnological tools and explored the Brazilian biodiversity to
evaluate four possible candidates for CL therapy: Nanostructured Lipid Carriers containing
Amphotericin B (CLN-AnB), Standardized Brazilian green propolis extract (EPP-AF®) and
the yangambin and epi-yangambin lignans in in vitro and/or in vivo models of L. amazonensis
or L. braziliensis infection, both etiological agents of CL in Brazil. For this purpose,
macrophages derived from bone marrow of BALB/c mice were infected with L. amazonensis
or L. braziliensis and treated with the compounds for 48h. In vitro assays revealed the rapid
uptake of CLN-AnB by macrophages after 1h of treatment, contributing to reduced
cytotoxicity and a leishmanicidal effect against L. braziliensis at low concentrations, in the
absence of TNF-a or nitric oxide production. L. amazonensis-infected macrophages treated
with EPP-AF® modulated the production of pro- and anti-inflammatory mediators, in addition
to activating the ERK 1/2 signaling pathway, while also reducing infection index. Besides, the
leishmanicidal and immunomodulatory effects of yangambin and epi-yangambin were
demonstrated for the first time in both L. amazonensis- and L. braziliensis-infected
macrophages. In in vivo assays, similar efficacy was observed between the CLN-AnB and
meglumine antimoniate treatments with respect to lesion reduction and decreased parasite
burden in L. braziliensis-infected BALB/c mice. Furthermore, topical treatment with EPP-
AF® gel resulted in reduced lesion size in L. amazonensis-infected BALB/c mice in the
absence of reduced parasite load or altered systemic inflammatory mediator production, as
well as in the lymph nodes or at the site of infection. In sum, this project possesses the
innovative potential to identify novel candidates for CL therapy, in addition to furthering the
search for bioactive compounds in the context of Brazilian biodiversity.

Keywords: Leishmaniasis cutaneous. Leishmania. Natural compounds. Amphotericin B.
Propolis. Yangambin. Epi-yangambin. Nanocarriers.
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1 INTRODUGCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE E DO CICLO DO PARASITO

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um conjunto de doencas infecto-
parasitarias ainda predominantes em areas tropicais e subtropicais pobres e vulneraveis, como
as encontradas na Africa, Asia e na América Latina. S&o consideradas negligenciadas devido &
falta de recursos para uma correta abordagem medica e cientifica, como o desenvolvimento de
medicamentos, de métodos diagndsticos, preventivos e de controle dessas enfermidades. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de um bilhdo de pessoas sofrem de
uma ou mais dessas doencas em 149 paises, e que varios milhdes vivem em areas onde existe 0
risco de contrai-las (PAHO/WHO, 2017).

As leishmanioses estdo inseridas entre as dez principais DTNs devido a sua importancia
para a saude publica mundial. Trata-se de antropozoonoses infecto-parasitarias e com aspectos
clinicos heterogéneos e importante diversidade epidemioldgica. A OMS estima que cerca de
0.7 — 1 milhdo de novos casos ocorram anualmente, com 20.000 — 30.000 mortes, e que,
aproximadamente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivam em areas caracterizadas pela transmisséo
ativa da doenca, em paises atingidos pela pobreza no Sudeste Asiatico, Africa Oriental e
América Latina (PAHO/WHO, 2017; WHO, 2022).

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania (protozoa:
Trypanosomatidae). Parasitos Leishmania sdo digenéticos, possuindo um estado evolutivo
flagelado, alongado e mével, denominado promastigota, e um outro estado evolutivo redondo,
com curto flagelo e imdvel, denominado amastigota. As promastigotas sao encontradas de
forma extracelular no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, insetos da subfamilia
Phlebotominae (Diptera, Psychodidae), denominados genericamente de flebétomos, mosquito-
palha, biriguis, dentre outros. Por outro lado, as formas amastigotas sdo parasitos intracelular
obrigatorios, encontradas no hospedeiro vertebrado (RODRIGUEZ et al., 2018).

O ciclo de transmisséo tem inicio quando a fémea do vetor flebotomineo, infectada pelo
protozoario, regurgita promastigotas metaciclicas de Leishmania — forma altamente infectante —
juntamente com sua saliva na derme do hospedeiro vertebrado, no momento do repasto
sanguineo. Os danos nos tecidos causados pela proboscide do inseto vetor e as substancias

presentes em sua saliva — moléculas com propriedades vasodilatadoras, anticoagulantes e
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imunomudulatérios (LESTINOVA et al., 2017; PRATES et al., 2012; VASCONCELOS et al.,
2014) — sdo capazes de gerar um compartimento na derme denominado lago sanguineo, o que
permite a facil obtencdo de sangue pelo inseto vetor, além de ser um potente estimulo para o
recrutamento de células do sistema imune. No lago sanguineo, as promastigotas sdo fagocitadas
por neutrofilos e macréfagos. Dentro do vacuolo parasitéforo - organela formada a partir da
fusdo do fagossoma, gerado durante a fagocitose do parasito, com o0s lisossomos — as
promastigotas se diferenciam em amastigotas (PESSOA et al., 2016). As amastigotas passam
entdo a se multiplicar por fissdo binaria até que as células infectadas sdo lisadas e os parasitos
liberados para 0 meio extracelular, a fim de infectar e parasitar novas células ou se espalhar
pela via circulatéria ou linfatica e infectar 6rgdos como o figado, baco ou medula 6ssea
(RODRIGUEZ et al., 2018).

O ciclo completa-se quando, em um novo repasto sanguineo, fémeas do vetor
flebotomineo ndo infectadas se alimentam de sangue do hospedeiro vertebrado contendo
células infectadas pelas formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo do vetor, ocorre
rompimento da membrana dos macréfagos e as amastigotas liberadas diferenciam-se na forma
promastigota, onde se fixam e sofrem uma série de modificacdes bioquimicas em sua
superficie, perdem a capacidade de adeséo ao epitélio do intestino do vetor, tornando-se méveis
e altamente infectantes, em um processo denominado metaciclogénese. Assim, as
promastigotas metaciclicas migram para a probdscide do inseto vetor, podendo iniciar um novo
ciclo de transmissdo durante um novo repasto sanguineo do fleb6tomo (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003; SINAN/SVS/MS, 2013) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de transmissao da Leishmaniose Cutanea.
Fonte: (MOREIRA et al., 2020)

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DA LEISHMANIOSE

As diversas manifestacdes clinicas da leishmaniose sdo um resultado da interagdo entre
varios fatores, como a espécie de Leishmania envolvida, viruléncia da cepa, quantidade de
parasitos inoculados no momento da infec¢do, background genético do hospedeiro e da
resposta imunoldgica por ele desenvolvida. As leishmanioses apresentam-se sob trés formas
principais: a Leishmaniose Visceral (LV), Mucocutanea (LMC) e a Leishmaniose Cutéanea
Localizada (LCL).

A Leishmaniose Visceral é a forma clinica potencialmente letal em mais de 90% dos
casos quando ndo tratada. A OMS estima que 0 niUmero de novos casos anuais esteja entre 0.2 —
0.4 milhdes, dos quais cerca de 90% ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, India,
Suddo do Sul e Suddo (PAHO/WHO, 2017). No Brasil, conhecida como calazar e barriga
d’agua, os casos de LV distribuem-se majoritariamente entre os estados da regido Nordeste,
acumulando ao todo 26.613 nimeros de casos confirmados notificados entre os anos de 2007 —
2020, enquanto que todo o Brasil registrou cerca de 50.084 casos ho mesmo periodo (BRASIL,
2021).
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1.2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DA LEISHMANIOSE CUTANEA

Diante de da diversidade fisiopatogénica e imunoldgica das leishmanioses, esta tese ira
abordar aspectos relativos a leishmaniose cutanea, especificamente sobre a leishmaniose
cuténea localizada (LC). A leishmaniose cutanea ou leishmaniose tegumentar é a forma clinica
mais comum da doenca, com uma estimativa de 0.6 -1 milhdo de novos casos anuais. De
acordo com a OMS, em 2019, mais de 87% dos novos casos de LCL ocorreram em 10 paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird (Republica Islamica do), Iraque, Libia, Paquistao,
Siria e Tunisia (WHO, 2021).

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, a LCL é uma doenca de carater
endémico encontrada em todos os estados brasileiros (Figura 2), com relato de 16.432 nimeros
de casos em 2020. Nesse mesmo ano, a regido Norte apresentou o maior coeficiente de
deteccdo de casos (39.2 casos/100.000 habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (14.8
cas0s/100.000 habitantes) e Nordeste (5 casos/100.000 habitantes) BRASIL, 2021).

Casos de leishmaniose tegumentar por UF de infecgao. Brasil,
2020 D

Casos UF
[] sem casos
[ 1-100

I 100 - 500
I 500 - 1000
I 1000 - 2994

Figura 2 - Casos Leishmaniose Cutanea por UF - Brasil, 2020.
Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2021)

Dos estados que compdem a regido do Nordeste brasileiro, a Bahia apresentou o

maior numero de casos em 2020: 1.153, indicando um coeficiente de detec¢cdo médio de 7.7
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cas0s/100.000 habitantes, dispersos 153 em municipios (153/417; 36.6%). Na Bahia, a LC teve
maior impacto no ano de 2020 nas macrorregides Sul (674 casos; 58,5%) e Leste (162 casos;
14,1 %) (SESAB, 2020).

No Brasil, as trés principais espécies de Leishmania relacionadas a LC sdo: Leishmania
(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis, sendo
também descritos recentemente casos relacionados as espécies Leishmania (V.) naiffi,
Leishmania (V.) shawi e Leishmania (V.) lainsoni. Enquanto o ciclo de transmissao da L. (V.)
guyanensis esta limitado a Regido Norte do Brasil, casos de LC causados por Leishmania (V.)
braziliensis e Leishmania (L.) amazonensis possuem ampla distribuicdo pelo territorio
brasileiro (BRASIL, 2021).

A L. braziliensis € o principal agente etiolégico da LC no Brasil, sendo também
importante em toda a América Latina. A infeccdo causada por esta espécie de Leishmania pode
progredir para trés principais formas subclinicas diferentes: a leishmaniose cutanea localizada
(LCL), a leishmaniose mucosa ou mucocutanea (LMC) e a leishmaniose disseminada (LDi).
Por outro lado, a infeccdo causada pela L. amazonensis pode levar a LCL, em casos menos
frequentes a LMC e em casos raros pode levar a Leishmaniose Difusa (LD) (LESSA et al.,
2007).

A LCL é a forma subclinica mais comum da LC (~ 95%) e é caracterizada pela presenca
de papula eritematosa, seguida de nodulo e posterior o surgimento de Ulceras multiplas na pele,
com formato redondo ou ovalado, bordas proeminentes, eritematosas e de fundo granuloso,
localizadas principalmente nas &reas expostas do corpo, acessiveis a picada do vetor
flebotomineo. As lesdes causadas por L. braziliensis possuem infiltracdo dérmica mais modesta
na qual macréfagos e parasitas sdo geralmente escassos, devido a forte resposta CD4 tipo-Th1,
com producdo de IFN-y, TNF-a e 0xido nitrico (NO). Assim, pacientes com LCL causada por
L. braziliensis apresentam imunidade celular preservada, observado através da reatividade ao
teste Intradérmico de Montenegro e de proliferagdo de linfdcitos in vitro (BRASIL, 2017;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004a). Diferentemente, a LCL causada por L.
amazonensis € caracterizada por um denso infiltrado dérmico de macréfagos vacuolados e
intensamente parasitados, que persiste por varios meses. Além disso, o teste Intradérmico de
Montenegro apresenta-se negativo em mais de 50% dos casos. 1SS0 sugere que esta espécie
apresenta mecanismos mais eficientes de escape da resposta imune celular, caracterizada por

uma resposta imune CD4 tipo-Th2 e presenca de quantidades significantes das citocinas IL-4 e



23

IL-10 circulantes (MORAES e SILVEIRA 1994; SANDOVAL PACHECO et al.,, 2021;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A cura espontanea ocorre ao longo de varios meses/anos e pode deixar uma cicatriz e
alteracdes permanentes na pigmentacdo da pele, o que pode comprometer o bem-estar psiquico
e social dos individuos acometidos. Apesar de ndo apresentar risco de vida ao individuo
acometido, ha uma grande variabilidade no tempo de cicatrizacdo, aumento da frequéncia de
falha terapéutica e risco de desenvolvimento de lesdes mucosas, meses ou anos apés uma leséo
cutanea primaria (BRASIL, 2007, 2017; NOGUEIRA; SOTTO; CUCE, 2008; SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004).

A LMC representa cerca de 3% a 6% dos casos de LC relatados no Brasil. Se estabelece
quando ocorre disseminacdo do parasito oriundo da LCL para o trato nasofaringeal, através dos
sistemas hematogénico e linfatico, ou em casos raros através do contato direto entre lesbes
cutaneas com a mucosa. Embora a maioria dos casos de LMC é geralmente secundaria as
lesbes cutaneas, em alguns casos pode haver o comprometimento primario das mucosas. Essa
enfermidade é caracterizada por Ulceras, inflamacéao, presenca de secrecdes, dor e epistaxe nas
mucosas do nariz e boca, com posterior comprometimento orofaringeo e laringeo. As
complicagdes incluem perfuracdo do septo nasal e destruicdo do nariz e boca. A grave
destruicdo tecidual observada na LMC é devido ao intenso processo inflamatorio
desbalanceado observado nessa condi¢do, com aumento de linfocitos, macréfagos, citocinas do
tipo Th1, como IFN-y e TNF-a, Oxido Nitrico (NO), I1L-17 e células T CD8* expressando
granzima A, além da reducgdo da citocina regulatoria 1L-10. Se por um lado, esse processo
inflamatorio é responsavel pela reducdo da carga parasitaria nas lesbes mucosas em
comparagdo a LCL, por outro leva a um extenso dano tecidual e a dificuldade no controle da
doenca pelos atuais tratamentos. Assim, ao contrario da LCL, a LMC ndo possui cura
espontanea, representando a forma mais desfigurante da LC (BRASIL, 2017; CARVALHO et
al., 2022, CONCEIQAO-SILVA et al., 2018; FARIA et al., 2005; LESSA et al., 2007; MANN
etal., 2021; PALMEIRO et al., 2012).

A LD é uma forma subclinica rara e grave da LC. E caracterizada por maltiplas lesdes
(>10) de aspectos papulares, nodulares, acneiforme ou ulceradas que atingem mais de duas
areas do corpo, podendo haver comprometimento das mucosas. Trata-se de uma enfermidade
com resposta imune predominantemente Thl, com elevados niveis de IFN-y comparado a

producdo de IL-4. Entretanto, a producdo de mediadores como IFN-y e TNF-a é menor
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comparada a LCL. Turetz et al (2002) observaram baixa producdo de IFN-y e TNF-a e alta
producdo de IL-10 em células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) de pacientes com
LD em a comparacdo CMSP de pacientes com LCL, o que pode explicar a disseminacao
hematogénica dos parasitos. Por outro lado, analises in situ mostraram expressdo semelhante de
mediadores inflamatorios, como IFN-y, TNF-a, CCL2, CCL3, CCL11, CXCL9 e CXCL10,
além de aumento de marcadores citotoxicos, neutrofilos e células NK em bidpsias de pacientes
com LD em comparacdo a LCL, o que explicaria a baixa carga parasitaria observada nas lesdes
de LD (MACHADO et al., 2011; RAMOS et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2006). Ademais,
trata-se de uma doenca de dificil tratamento, devido ao alto ndmero de lesdes,
comprometimento das mucosas e baixa taxa de cura (~23%) (MACHADO et al., 2019).

Ja a LCD, outra forma subclinica rara da LC, caracteriza-se por lesdes de aspecto
nodular, papulares ou em infiltrado de placas, porém sem a presenca de Ulceras, que abrangem
grande parte do corpo. Ndo é observado comprometimento de mucosas. As lesdes possuem
macrofagos intensamente parasitados e o teste Intradérmico de Montenegro apresenta-se
sempre negativo, o que se deve a forte resposta imune celular CD4 tipo-Th2, com altos niveis
circulantes de IL-4 e IL-10. Assim, a LCD ¢ caracterizada pela incapacidade do sistema imune
do hospedeiro em montar uma resposta imune protetora eficiente. Franca-Costa e colaboradores
(2014) identificaram altos niveis sistémicos e in situ de arginase I, ODC, PGE2 e TGF-$ em
pacientes com LDC em comparacao com pacientes com LCL. Ademais, a inibicéo in vitro de
arginase 1 e ODC levou a redugdo da replicacdo de intracelular L amazonensis, demonstrando a
associacao dessas vias com o perfil de resposta imune anérgico observado na LDC. Esse
quadro de anergia do sistema imune leva ao descontrole da doenca e a frequente falha
terapéutica (BARRAL-NETTO et al., 1998; FRANCA-COSTA et al., 2014; SAMPAIO et al.,
2021; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

1.3 TRATAMENTOS

A escolha do melhor esquema terapéutico para tratamento das leishmanioses deve ser
feita de forma individualizada, levando-se em consideracdo as caracteristicas de cada paciente,
como ocorréncia de gestacdo e o estado de saide do mesmo, bem como a forma clinica de
leishmaniose e a espécie de Leishmania envolvida na infeccdo (CDC, 2022). No Brasil, o

farmaco de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose cutinea localizada é o
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antimonial pentavalente (Sb*°) desde 1945 (LIMA et al., 2007). Na impossibilidade de uso do
antimonial pentavalente ou em casos de falha terapéutica, o0 Ministério da Salde do Brasil
recomenda o emprego da anfotericina B, nas apresentacGes em solucdo de desoxicolato de

sodio ou lipossomal, ou da pentamidina (BRASIL, 2017).

1.3.1 Antimoniais pentavalentes (Sb*°)

Ha duas apresentacbes comerciais de antimonial pentavalente empregadas na préatica
clinica, o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio
(Pentostam®), ndo comercializado no Brasil (BRASIL, 2017). Essas apresentacdes S&o
quimicamente semelhantes, e sua toxicidade e eficicia estdo relacionadas ao seu conteudo
antimonial: a solucéo de antimoniato de N-metilglucamina contém 8,1% de Sb*®> (81 mg/mL),
enquanto a solucdo de estibogluconato de sédio contém 10% de Sb*™ (100 mg/mL) (WHO,
2010).

Apesar do mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ndo ser completamente
entendido, acredita-se que o Sb*™® se comporte como uma pré-droga, sendo convertido,
posteriormente, a forma trivalente (Sb*®), mais ativa e toxica (FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009; HANSEN et al., 2011). Esses compostos interferem na bioenergética das
formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glicolise quanto a oxidacdo dos &cidos graxos séo
inibidos, sendo que esta inibicdo é acompanhada de reducdo na producdo de ATP e GTP
(BRASIL, 2017). Além disso, estudos sugerem que estes compostos sdo capazes de induzir
apoptose do parasito através da inducdo de estresse oxidativo — inibindo a tripanotiona
redutase, uma enzima responsavel pela protecdo do parasito contra espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, produzidas pela célula hospedeira — e do aumento de Ca?* intracelular
(BASU et al., 2006; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; KIP et al., 2018; SINGH &;
KUMAR, 2012).

Para tratamento da LCL, a OMS recomenda a administracdo parenteral (intravenosa ou
intramuscular) de 10 a 20 mg/Sb**/Kg/dia durante 20 dias consecutivos. Se n&do houver
cicatrizagdo completa no periodo de trés meses (12 semanas) do término do tratamento, o
esquema devera ser repetido, prolongando-se, desta vez, a duracdo da série para 30 dias.
Persistindo o insucesso, administra-se uma das drogas de segunda escolha, Anfotericina B ou
Pentamidina® (BRASIL, 2017).
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A terapia com o0s antimoniais pentavalentes apresenta limitacdes, como efeitos
colaterais sistémicos: mialgia, artralgia, anorexia, colicas abdominais, diarreia, erupcdes
cutaneas e uma toxicidade significativa para o figado, coracdo, rim e pancreas; além do uso
parenteral e esquema terapéutico prolongado (20-30 dias), exigindo uma supervisdo médica
muito cuidadosa (FREZARD et al., 2014; SUNDAR et al., 2010; ZUCCA et al., 2013).
Ademais, ndo devem ser utilizados em gestantes, uma vez que estas drogas atravessam a
barreira transplacentaria e podem impregnar o tecido nervoso do feto, e ha restri¢cbes do uso dos
antimoniais em pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e doenca de Chagas (BRASIL, 2017). Apesar de tantas limita¢Oes, os antimoniais
pentavalentes ainda permanecem como primeira escolha de tratamento para as leishmanioses
devido ao seu baixo custo (~ US$ 39,50 para um paciente de LT com 35 kg) e devido & alta
taxa de cura - cerca de 90% - (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015; WHO, 2010; ZUCCA et
al., 2013). Entretanto, tem havido cada vez mais evidéncias de eficacia varidvel e crescente
nimero de casos de resisténcia, que depende da espécie de Leishmania, regido geogréfica,
presenca de cepas resistentes, multiplas lesdes, ampla utilizacdo em areas endémicas e
esquemas terapéuticos empregados — i.e., utilizacdo de doses inadequadas e/ou esquemas
terapéuticos obsoletos - (ALMEIDA et al., 2005; CROFT; COOMBS, 2003; KAUR; RAJPUT,
2014; LLANOS-CUENTAS et al., 2008; ROMERO et al., 2001; SUNDAR, 2001). Nesses

casos, novamente, a solucdo é empregar umas das drogas de segunda escolha.

1.3.2 Pentamidina

A Pentamidina (ou isotionato de pentamidina) € um derivado sintético da amidina
aromatica. Assim como 0s antimoniais pentavalentes, também foi descoberta na década de 40,
passando a ser empregada no tratamento da LV na India na década de 80. Entretanto, devido &
alta toxicidade e a reducdo de eficacia, sua utilizacdo no tratamento da LV foi abandonada
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Atualmente, é utilizada no tratamento da pneumonia
causada por Pneumocystis jiroveci, na tripanossomiase humana africana (doenga do sono) de
primeiro estagio e na LT na América do Sul (DORLO; KAGER, 2008; KIP et al., 2018;
ZUCCA et al., 2013). Para tratamento da LCL, a dose recomendada é de 4 mg/kg/dia, por via
intramuscular profunda, de dois em dois dias, por um total de 4-10 injecGes, ndo se devendo
ultrapassar a dose total de 2 g (BRASIL, 2017; MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).
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De Paula e colaboradores (2003) relataram eficacia de 71,05% empregando a
Pentamidina® no tratamento de pacientes com LCL causada por L. braziliensis no Brasil.
Enquanto em outro estudo, também realizado no Brasil, 0 medicamento apresentou eficacia de
apenas 58,1% no tratamento de LCL causada por L. guyanensis (NEVES et al., 2011). A
Pentamidina® também foi estudada no tratamento da LMC causada por L. braziliensis no
Brasil. Nos estudos, utilizou-se a dose de 4 mg/kg/dia a cada 48h até a cura das lesdes,
obtendo-se, assim, eficacia entre 90-94% (AMATO et al., 1996, 1998, 2009).

Entretanto, o tratamento com a Pentamidina apresenta sérias reacdes adversas, como
dor, abscessos estéreis no local da aplicacdo, nauseas, vomitos, tontura, fraqueza, mialgia,
cefaleia, hipotensdo, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia. Para se evitar os efeitos
decorrentes do metabolismo da glicose, recomenda-se que o paciente se alimente antes e
permaneca em repouso por 15 minutos apds as injecBes. Além disso, sua utilizacdo é
contraindicada em gestantes, pacientes com diabetes mellitus, insuficiéncia renal, insuficiéncia
hepética, doencas cardiacas e em criangas com peso inferior a 8 kg (BRASIL, 2017; NEVES et
al., 2011; SILVA et al., 2013). Seu provavel mecanismo de acdo no parasito envolve o colapso
do potencial de membrana da mitocondria e inibicdo da cadeia respiratéria do complexo I,
além da condensacdo e comprometimento da sintese do DNA do cinetoplasto (SINGH;
KUMAR; SINGH, 2012; YANG et al., 2016).

Outras drogas aprovadas pela OMS para o tratamento das leishmanioses sdo a
Miltefosina e a Paromomicina (WHO, 2010).

1.3.2 Miltefosina

A Miltefosina, também conhecida como hexadecilfosfocolina, é uma alquilfosfocolina
desenvolvida originalmente para o tratamento de metéstase cutdnea em carcinoma mamario, na
década de 80. Em 2002, foi aprovada para ser empregada no tratamento da leishmaniose
visceral na india, tornando-se o primeiro e tnico farmaco leishmanicida de uso oral. A dose
recomendada é de 2,5 mg/kg/dia, com dose maxima de 150 mg por via oral, durante 28 dias
(BRASIL, 2016). O provavel mecanismo de agdo desse composto no parasito envolve a
inducdo de apoptose e inibicdo da sintese de esterol e fosfolipidio (DORLO et al., 2012;
GETACHEW,; GEDAMU, 2012; KHADEMVATAN et al., 2011).
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Estudos realizados na India, mostraram uma eficacia em torno de cerca de 97% da
Miltefosina® no tratamento da leishmaniose visceral (BHATTACHARYA et al., 2004;
SUNDAR et al., 2002). Em relacdo a LT do Novo Mundo, em estudos randomizados e
incluindo pacientes infectados com L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e
L. amazonensis, esse composto apresentou uma eficicia variavel, entre 21% e 91%
(CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011; GARCIA BUSTOS et al., 2014; MACHADO et al.,
2010; SOTO et al., 2004; VELEZ et al., 2010).

Assim como outras drogas leishmanicidas, a terapia com a Miltefosina também
apresenta algumas limitagdes, principalmente em relacdo ao alto custo do tratamento (US$ 65-
150, para um paciente com 35 kg) e em relacdo aos efeitos adversos, que incluem nauseas,
vomitos, tonturas, dor de cabeca, diarreia, toxicidade hepatica e renal. Além disso, a
Miltefosina é teratogénica e abortifera. Por isso, orienta-se o emprego de métodos
contraceptivos, para mulheres em idade fértil, durante e em até trés meses ap6s a sua utilizag&o,
sendo contraindicada durante a amamentacdo (KEVRIC et al., 2015; SINGH; KUMAR, 2012;
WHO, 2010; ZUCCA et al., 2013).

1.3.4 Paromomicina

A Paromomicina € um antibiético aminoglicosideo que possui atividade leishmanicida e
bactericida. Esse composto foi registrado em 2006 para utilizagdo no tratamento da
leishmaniose visceral na india, apds apresentar 95% de eficacia em ensaios clinicos de fase 111
(SUNDAR et al., 2007). A Paromomicina é utilizada de forma parenteral (intramuscular) no
tratamento da LV — 15 mg/kg/dia durante 21 dias - e de forma topica para o tratamento da LT —
em uma formulagdo contendo 15% de Paromomicina e 12% de cloreto de metilbenzeténio,
aplicada duas vezes por dia durante 3 a 6 semanas (KEVRIC et al., 2015).

Krause e colaboradores (1994) relataram eficacia de 76% do uso topico desse composto
em pacientes com LCL causada por L. panamensis no Equador. A eficacia aumentou para 90%
quando o tratamento tdpico foi associado ao uso parenteral de Glucantime®. Do mesmo modo,
0 uso tdépico do composto apresentou taxa de cura de 82% em LCL causada por L. major na
Tunisia (SALAH et al., 2013). Contudo, o tratamento da LT empregando Paromomicina de
forma sistémica é raro, uma vez que este composto apresentou baixa eficacia no tratamento da
LMC (LLANOS-CUENTAS et al., 2007; ROMERO et al., 1996, 1998), bem como eficécia
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varidvel para LCL. Soto e colaboradores (1994) relataram eficacia < 50% em pacientes com
LCL causada por L. panamensis na Coldombia. Hepburn e colaboradores (1994) compararam a
eficacia da Paromomicina ao Estibogluconato de Sddio, em um estudo randomizado com
pacientes apresentando LCL causada por L. braziliensis e L. mexicana, em Belize. Neste
estudo, a Paromomicina apresentou eficacia de 59%, enquanto o Estibogluconato de Sodio
apresentou eficacia de 88%. Em contrapartida, na regido de Corte de Pedra na Bahia, Brasil,
Correia e colaboradores (1996) obtiveram eficacia de 90% empregando-se a Paromomicina na
terapia de pacientes com LCL causada por L. braziliensis, ndo havendo diferenca estatistica
entre a eficacia apresentada por este esquema terapéutico e pelos grupos que receberam
Pentamidina e Glucantime®. Contudo, os autores relataram que a alta eficacia obtida com a
Paromomicina deve-se a dose mais alta empregada no estudo, 20 mg/kg/dia durante 20 dias.

O mecanismo de acdo deste composto no parasito ndo é compreendido. Estudos
sugerem a mitocdndria como alvo principal, bem como a inibi¢do da sintese proteica (SINGH,;
KUMAR, 2012). Este medicamento é considerado seguro. Seu maior efeito adverso é dor leve
no local da injecdo, relatada em 55% dos pacientes (SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013;
WHO, 2010).

1.4 ANFOTERICINA B

A Anfotericina B é um composto natural produzido pela actinobactéria Streptomyces
nodosus, isolada do solo do rio Orinoco na Venezuela e caracterizada no inicio da decada de 50
por Gold e colaboradores (1956). Quimicamente, a AnB é um composto anfipatico definido
como um antibidtico poliénico de cadeia macrociclica.

Acredita-se que a AnB exerc¢a acdo no parasito em dois diferentes niveis: dois eventos
ocorreriam a nivel membranar e outro de forma intracelular. Os eventos a nivel membranar
estdo relacionados com a afinidade da molecula da AnB pelo ergosterol, principal esterol
encontrado na membrana dos fungos e outros parasitos, como o Leishmania. A ligacdo da
molécula de AnB ao ergosterol leva & formacdo de mdultiplos poros, os quais permitem a
passagem de eletrdlitos, como K*, Ca®" e Mg bem como de outros componentes
citoplasmaticos, levando a morte celular. O segundo evento a nivel membranar seria o
sequestro do ergosterol pela AnB, de forma a impedir que este esterol exerca seu papel na

membrana celular, como endocitose, fusdo de vacuolos e estabilizagdo e manutencgéo da fluidez
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da membrana e de suas proteinas. Entretanto, a AnB também consegue se ligar ao colesterol da
membrana de mamiferos, o que explica os efeitos toxicos observados no hospedeiro. Contudo,
a afinidade pelo ergosterol € cerca de dez vezes superior em comparacdo ao colesterol. Isso,
provavelmente, se deve a conformacdo cilindrica do ergosterol, que possibilita uma melhor
ligacdo a molécula de AnB em comparacgdo a estrutura sigmoidal do colesterol (GALE, 1974;
MATSUMORI et al., 2009; MESA-ARANGO et al., al., 2012; ODDS; et al., 2003; SOKOL-
ANDERSON et al., 1986; YANG et al., 2013). O modo de acéo a nivel intracelular da AnB no
parasito seria a inducdo de estresse oxidativo e acimulo de radicais livres na célula do parasito,
levando a multiplos efeitos deletérios sobre os componentes essenciais da célula (membrana,
proteinas, DNA e mitocondrias) e resultando na morte celular. Entretanto, os mecanismos
envolvidos ainda ndo sdo completamente entendidos (MESA-ARANGO et al., 2012, 2014;
SANGALLI-LEITE et al., 2011; SOKOL-ANDERSON et al., 1988).

Ademais, vérios estudos vém sugerindo que a anfotericina B pode exercer um potente
efeito imunomodulador, oferecendo, assim, um mecanismo de acdo alternativo para este
composto (MESA-ARANGO et al.,, 2012). Mas, a0 mesmo tempo, esse efeito tem sido
relacionado a toxicidade associada ao composto devido a transcricdo e producdo de multiplos
mediadores, como TNF-a, prostaglandinas, I1L-1, IL-6, IL-8, MCP-1 e 6xido nitrico em estudos
in vitro (CAMACHO et al., 2004; SAU et al., 2003; SIMITSOPOULOU et al., 2005).

Como seu mecanismo de acao principal se da através da afinidade pelo ergosterol, a
AnB possui agdo em ambas as formas evolutivas de Leishmania, amastigota e promastigota,
tanto in vitro quanto in vivo, e, por isso, constitui um potente candidato a terapéutica
(VERMEERSCH et al., 2009).

1.4.1 Formulacdes de Anfotericina B

Apesar da AnB ser um composto anfipatico, a parte lipofilica da molécula a torna
insoldvel em meios aquosos. Por isso, a molécula necessita ser associada a excipientes que
aumentem sua solubilidade em meios aquosos. Atualmente, a molécula de Anfotericina B
possui quatro formulacdes aprovadas para uso clinico: AnB desoxicolato de sddio, complexo
lipidico de AnB, formulagdo com dispersédo coloidal de AnB e formulacéo lipossomal.

A primeira formulacdo de Anfotericina B, aprovada para uso clinico, foi associada ao

desoxicolato de sodio (AnB-D) para estabilizar a solu¢cdo em meio aquoso, através da formacao
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de micélios. Essa formulagéo recebeu o nome de Fungizone® e foi introduzida no mercado em
1958 para administracdo intravenosa. A AnB-D foi considerada por muito tempo droga de
referéncia para tratamento de infeccbes sistémicas, como em infec¢cdes disseminadas por
Candida spp, meningite criptococica e zigomicose invasiva (SAAG et al., 2000; WANESS et
al., 2009; ZHANG et al., 2006), devido ao seu amplo espectro de acdo e eficacia, tanto em
relacdo a fungos quanto em relacdo a parasitos, como Trypanosoma cruzi, Schistosoma
mansoni, Echinococcus multilocularis e Leishmania spp (MONE et al., 2010; PAILA et al.,
2010; REUTER et al., 2003; YARDLEY; CROFT, 1999). Em relacdo a leishmaniose, a AnB-D
era utilizada como droga de segunda escolha, na dose de 0.5 a 1mg/kg/dia por 15 consecutivos
ou alternados (SUNDAR et al., 2007; WHO, 2010).

Apesar de possuir eficacia clinica de ~100%, o uso clinico da AnB-D é limitado, tanto
pela necessidade de aplicacdo intravenosa quanto, principalmente, pelos efeitos adversos, sendo
a nefrotoxicidade mais comum, acometendo cerca de 65% dos pacientes (FANOS; CATALDI,
2000; LEMKE, 2005; SAWAYA et al., 1995; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Contudo,
a AnB-D, juntamente com a Paromomicina®, sdo os Unicos farmacos leishmanicidas que
podem ser empregados no tratamento de gestantes (BRASIL, 2017).

As formulages lipidicas de AnB foram desenvolvidas com o objetivo de reduzir o
efeito toxico da AnB-D. Atualmente, existem trés formulages aprovadas para uso clinico:
complexo lipidico de AnB, formulacdo com dispersdo coloidal de AnB e formulacédo
lipossomal.

O complexo lipidico macromolecular de AnB (AnB-CL) é uma formulacdo que
emprega dois fosfolipidios, a dimiristoilfosfatidilcolina e dimiristoilfosfatidilglicerol,
constituindo particulas em forma de fitas, com tamanhos entre 1,6 e 11 nm. Seu representante
comercial é o Abelcet®. A FDA dos EUA aprovou a utilizacdo do Abelcet® para o tratamento de
todas as infecgBes flngicas invasivas em pacientes refratarios ou intolerantes a terapia com
AnB-D. O regime recomendado é de 5 mg/kg/dia (BEKERSKY et al., 1999).

Na formulacdo com disperséo coloidal (AnB-DC), a AnB esta contida, juntamente com
sulfato de colesterol, em microdiscos com diametro médio de 122 nm. Seus representantes
comerciais sio o Amphocil®e o Amphotec®. Essa formulagéo foi aprovada como tratamento de
segunda escolha para aspergilose nos EUA e Europa na dose de 3,4 mg/kg/dia dia (ANAISSIE
etal., 1998).
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Das trés formulagbes lipidicas de AnB existentes, a formulagdo lipossomal,
representada pelo Ambisome® (AnB-L), é a que apresenta menor toxicidade e melhor eficécia.
Por isso, foi a Unica formulacéo lipidica de AnB aprovada em 1997 pela FDA para utilizacdo
no tratamento de LV. Essa formulacdo emprega lipossomos unilamelares, com diametro entre
50 e 100 nm e preparados com fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol e
diesteroilfosfatidilglicerol. A fosfatidilcolina de soja hidrogenada e o distearoilfosfatidilglicerol
foram utilizados por terem estabilidade a 37 °C. Ja o colesterol foi adicionado para
proporcionar mais estabilidade na formulacdo e para manter a AnB dentro do lipossomo, ja que
a AnB tem afinidade pelo colesterol (FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

A dose recomendada para utilizacdo na LV é de 3 mg/kg/dia por sete dias ou 4
mg/kg/dia por cinco dias em infusdo venosa (BRASIL, 2011; WHO, 2010). Estudos apontam
eficacia de ~ 90% da AnB-L no tratamento de LV (SALIH et al., 2014; SUNDAR, et al.,
2010). No Brasil, Romero e colaboradores (2017) compararam a eficacia terapéutica da AnB-L,
do antimoniato de meglumina ou da associagdo antimoniato de meglumina + AnB-L em um
estudo randomizado realizado com pacientes com LV provenientes do Ceara, Minas Gerais,
Piaui e Sergipe. O estudo mostrou eficacia de 77.5% para o antimoniato de meglumina, 87.2%
para a AnB-L e 83.9% para a associagdo antimoniato de meglumina + AnB-L. Além disso, a
AnB-L mostrou-se mais segura que o antimoniato de meglumina, sugerindo que o tratamento
da LV com AnB-L pode ser mais adequado comparado ao tratamento de primeira escolha.

Por outro lado, o alto custo do Ambisome® torna sua ampla utilizagio proibitiva em
muitas partes do mundo, principalmente em paises pobres ou em desenvolvimento. No Brasil,
esta formulacdo era utilizada apenas em pacientes com LV que possuiam idade superior a 50
anos, portadores de insuficiéncia renal e em transplantados cardiacos, hepaticos e renais. A
partir de 2014, ap6s um acordo entre a OMS e a Gilead (fabricante do Ambisome®) para
reduzir o custo do medicamento para paises em desenvolvimento, o0 MS do Brasil ampliou a
utilizacdo do Ambisome® como farmaco de primeira escolha para o tratamento da LV em
pacientes pertencentes aos seguintes grupos de risco: idade inferior a 1 ano e superior a 50
anos; pacientes com insuficiéncia renal, cardiaca e hepatica; transplantados cardiacos, hepaticos
e renais; pacientes com hipersensibilidade ou que tenha apresentado falha terapéutica ao
Glucantime®; coinfeccdo com HIV; comorbidades ou uso de medicamento que comprometam a

imunidade; gestantes, dentre outros critérios. Com excecao dessas situacdes, 0 MS continua
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indicando 0 uso do Glucantime® como primeira escolha para o tratamento da LV (BRASIL,
2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Em relacdo a LC, estudos realizados com LCL no novo e velho mundo mostram taxa de
eficacia da AnB-L entre 85 e 100% (SOLOMON et al., 2013; WORTMANN et al., 2010). Em
relagdo & LCM, a AnB-L também tem mostrado bons resultados, com taxa de eficacia entre 88
a 100% (AMATO et al.,, 2011; ROCIO et al., 2014; SAMPAIO; MARSDEN, 1997).
Entretanto, ha poucos estudos empregando a AnB-L no tratamento da LT, devido ao preco
proibitivo e a falta de um grande ensaio clinico randomizado e controlado. No Brasil, o
Ministério da Saude atualizou as recomendacdes sobre 0 manejo dos pacientes com LC para a
realidade brasileira. Assim, a partir de 2013, a AnB-L passou a ser considerada medicamento
de primeira escolha para tratamento de pacientes imunocomprometidos, ou >50 anos ou ainda
gestantes (BRASIL, 2017; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Apesar da reduzida toxicidade e, consequentemente, aumento do indice terapéutico e
melhora da qualidade de vida dos pacientes, a ampla utilizacdo da AnB-L no tratamento das
leishmanioses ainda é limitada devido ao alto custo desse medicamento. Apesar da iniciativa da
OMS em reduzir o valor do Ambisome®, o tratamento com esse farmaco ainda continua
extremamente custoso. Segunda a OMS, uma ampola do medicamento com 50 mg custa
US$18. Sendo assim, o tratamento de uma pessoa com 35 kg, no regime de 4 mg/kg/dia por 5
dias, teria um custo de US$ 252 (WHO, 2010).

Considerando-se todos os dados apresentados, acreditamos que o desenvolvimento de
novas formulacbes de AnB, eficazes, seguras e, principalmente, mais acessiveis em

comparacéo as formulacGes existentes € imprescindivel (ULIANA et al., 2017).

1.5 NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Como visto, as estratégias de tratamento da leishmaniose consistem nos mesmos
medicamentos empregados ha décadas na pratica clinica, os quais possuem limitagdes como
alto custo e toxicidade, principalmente. Segundo dados do DATASUS, no ano de 2020 o Brasil
registrou 2.656 internagbes por leishmaniose, com um custo total de R$ 1.484.963,52.
Considerando os precos de apenas dois dos principais medicamentos recomendados para
tratamento da leishmaniose no mercado brasileiro, como o Ambisome® (R$ 16.990,89/ 10
ampolas) e o Glucantime® (R$ 306,68/ 50 ampolas) (PMVG e ICMS de 18%) (CMED, 2022),
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além do numero de casos de LC (16.432) e LV (1.933) no Brasil somente em 2020, nota-se que
0 Onus da leishmaniose para o Brasil, um pais emergente, é alto BRASIL, 2022). A estimativa
de gastos e perda econémica sdo ainda maiores se considerarmos 0s impactos provenientes dos
Obitos e da perda de forca de trabalho no pais devido a doenca.

Dessa forma, desenvolver novos medicamentos ou esquemas terapéuticos que sejam
economicamente acessiveis a paises pobres, auxiliando na reducdo de custos e no tempo de
tratamento, que sejam de simples administracdo, por via oral ou tépica, podendo ser utilizados
em areas com sistema de saude inadequado, e que possuam baixos efeitos toxicos, é umas das
principais estratégias no combate a doenga e meta da Iniciativa Medicamentos para Doengas
Negligenciadas (DNDi) (DNDI, 2022).

Nesse sentido, este estudo usa de ferramentas nanotecnoldgicas para desenvolver uma
nova formulacdo de Anfotericina B, os Carreadores Lipidicos nanoestruturados com
Anfotericina B (CLN-ANB), bem como avalia compostos oriundos da biodiversidade brasileira,
langambina, Epi-langambina e Prépolis verde, como potenciais candidatos a terapéutica

alternativa para a leishmaniose.

1.5.1 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados com Anfotericina (CLN-ANB)

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs) ganharam destaque no Drug
Delivery Sistems - DDSs (Sistemas estaveis de entrega de drogas) por causa da sua capacidade
de aumentar a biodisponibilidade e promover a liberacdo controlada de drogas em locais
especificos, além do reduzido custo (principalmente drogas lipofilicas, como a AnB)
(PARDESHI et al., 2012). Os CLNs, em geral, sdo particulas lipidicas esféricas, com tamanho
de 10-1000 nm e preparados com uma mistura de lipidios solidos e liquidos com diferentes
pontos de fusdo a temperatura ambiente, resultando em uma matriz nuclear lipidica sélida
(estabilizada por surfactantes) encapsulando compartimentos de lipidios liquidos. A mistura de
lipidios sdlidos e liquidos resulta em uma matriz nanoestrutura com imperfeicdes entre 0s
lipidios, o que fornece espacos para acomodar a droga na matriz, levando a alta capacidade de
carregamento de drogas, além de modular o perfil de liberacdo dos farmacos veiculadas e
fornecer uma maior estabilidade dos mesmos (Figura 4) (JENNING et al., 2000; MULLER et
al., 2002; SAUPE, 2005). Os lipidios utilizados na construcdo dos CLNs sédo fisioldgicos e
biodegradaveis ou substancias lipidicas e estabilizantes que sdo geralmente reconhecidos como
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seguros (GRAS). Comparado com outros DDSs, como lipossomos, microemulsdes e
nanoparticulas poliméricas, os CLNs possuem outras vantagens, como a ndo utilizacdo de
solventes organicos ou altas concentracdes de surfactantes, estabilidade fisica por longo tempo
e facilidade de transposicdo para a escala industrial (SAUPE, 2005).

Diante de tantas vantagens, ha varios relatos na literatura avaliando e demonstrando a
eficiéncia dos CLNs. Hosny e colaboradores (2022) observaram a eficacia do tratamento topico
com formulacdo de CLN contendo miconazol em modelo in vivo de candidiase oral. Em outro
estudo, os CLNs foram capazes de atuar como um sistema de liberagdo sustentada para a
liberacdo de itraconazol no cérebro, ap6s administracdo intravenosa em camundongos (LIM et
al., 2014). Os CNLs também foram avaliados na infec¢do in vivo por Leishmania Monteiro e
colaboradores (2022) demonstraram a eficacia da administracdo oral de CLN contendo o
farmaco buparvaquona na reducao da carga parasitaria do figado de hamsters infectados com L.

infantum.

Lipidio liquido
Lipidio sélido

Droga

Carreadores lipiidicos nanoestruturados

Figura 3 - Estrutura esquematica dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados.
Fonte: Adaptado de KHAN et al., 2013.

Em relacdo as infecgOes parasitarias, como a leishmaniose, a eficacia do tratamento
também reflete um grande desafio cientifico e tecnologico, especialmente porque a droga deve
superar as barreiras celulares e atingir o parasita dentro do vacutolo parasitéforo de macréfagos
infectados (BRUNI et al., 2017). Em vista disso, o uso de CLNs projetados com fosfolipidos
sensiveis ao pH como transportadores para AnB apresenta uma alternativa potencial para
reduzir sua toxicidade e aumentar a eficacia, levando a uma liberacdo direcionada na regiao

infectada.
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1.5.2 Propolis

A propolis é uma substancia resinosa e balsamica, que possui coloracdo e resisténcia
diversa, variando de marrom até verde-escuro. E elaborada pelas abelhas a partir de resinas de
broto, botdes florais e outras partes de tecidos vegetais. As abelhas utilizam-na para recobrir a
parede da colmeia, reparar frestas, reforcar os favos, manter asséptico o ambiente interno da
colméia e mumificar. Basicamente a propolis é composta por: 50-60% de resinas e balsamos,
30-40% de cera, 5-10% de dleos essenciais € 5% de polen e outros compostos inorganicos
(ODA et al., 2011; SANTOS et al., 2020). Uma menor variacdo da composicdo quimica da
prépolis é observada nas regides temperadas do planeta, como na Europa, onde seus principais
compostos bioativos sdo os flavondides (flavonas, flavonois e flavononas) (PEREIRA et al.,
2002).

No Brasil, devido a grande diversidade de espécies vegetais brasileiras visitadas pelas
abelhas, ocorre uma elevada variacdo de seus principios ativos, apresentando uma composicao
quimica bem diferente e complexa, constituida de acidos fendlicos prenilados, lignanas,
terpenos, alcoois terpénicos e pequenas quantidades de flavondides (BOUDOUROVA-
KRASTEVA3 et al., 1997). Ao todo, ja foram descritos 14 tipos de propolis no territorio
brasileiro, classificados de acordo com a sua origem botéanica, propriedades fisico-quimicas e
geolocalizacdo (DAUGSCH et al., 2008; FERREIRA et al., 2017; PARK et al., 2002). Dentre
todos os tipos conhecidos, a propolis verde brasileira € um dos mais comercializados e
estudados do mundo. A principal fonte botanica da propolis verde é a Baccharis
dracunculifolia DC, uma planta da familia Asteraceae. Possui como principais componentes
compostos fenolicos, como &cido p-cumarico, acido fenilico, &cido cafeico, kaempferol,
quercetina e o Artepillin C, sendo este Gltimo considerado como marcador de prépolis verde
(SANTOS et al., 2020).

A elevada variedade de principios da propolis brasileira tem sido uma grande referéncia
internacional, ndo so para fins comerciais, mas também na area cientifica. Diversas atividades
bioldgicas tém sido atribuidas a este composto, destacando-se: atividade antibacteriana (DE
SOUZA SILVA et al,, 2021; DEVEQUI-NUNES et al., 2018; KALIL et al., 2019), antiviral
(GULER et al., 2021; KUROKAWA et al., 2011; REFAAT et al., 2021), anti-inflamatéria
(CONTE et al.,, 2021; TOUZANI et al., 2019), antifungica (BEZERRA et al., 2020;
WOZNIAK et al., 2020), antiparasitaria (ALOTAIBI et al., 2019; MOHAMED et al., 2016;



37

REGUEIRA-NETO et al., 2018; SILVA et al., 2021), anticarcinogénica (AMALIA,
DIANTINI; SUBARNAS, 2020; ELNAKADY et al., 2017) e leishmanicida (CAVALCANTE
etal., 2021; REBOUCAS-SILVA et al., 2017; REGUEIRA-NETO et al., 2018).

O Extrato de Prdpolis Padronizado da Apis Flora (EPP-AF®) é um extrato de propolis
verde brasileira cuja composicdo quimica e propriedades bioldgicas foram determinadas
juntamente com sua reprodutibilidade de lote a lote. Essa padronizagdo torna o EEP-AF® um
extrato Unico cujos estudos ndo podem ser aplicados ou traduzidos para outros tipos de extratos
de propolis. Os trés principais bioativos encontradas no EPP-AF® sdo o artepelin C, o cido 4,5
dicafeoilquinico e a drupanina, cujos efeitos bioldgicos, como anti-inflamatoria, anticancer,
antiparasitaria e gastroprotetora, ja sdo relatadas na literatura cientifica (COSTA et al., 2018;
DE PAULA et al., 2020; KIM et al., 2017; PUANGPRAPHANT et al., 2011). Assim, diversas
propriedades farmacoldgicas ja foram descritas para o extrato EPP-AF®, como antitlcera, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante e, recentemente, um estudo clinico mostrou os
beneficios do tratamento adjuvante com propolis para a recuperacdo de pacientes acometidos
por COVID-19 hospitalizados, apresentando impacto na reducédo do tempo de internacdo. Essa
combinacdo de caracteristicas (padronizacdo, reprodutibilidade, atividades bioldgicas
comprovadas e seguranca) permite que o EPP-AF® seja considerado para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos (BARUD et al., 2013; BERRETTA et al., 2012, 2013; DINIZ et
al., 2020; HORI et al., 2013; MACHADO et al., 2012; MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2019;
SILVEIRA et al., 2021).

Em relacdo ao efeito leishmanicida, estudos tém demonstrado o efeito de diferentes
extratos da prépolis tanto in vitro como in vivo, seja por atuar diretamente sobre as formas
promastigotas e/ou amastigotas, por agir na producdo de substancias microbicidas pelos
macrdfagos ou ainda por diminuir o didmetro das lesbes em experimentos in vivo. Em trabalhos
anteriores, nosso grupo demonstrou a agdo leishmanicida e imunomodulatéria de trés diferentes
extratos de propolis verde EPP-AF® na infecgdo in vitro por L. braziliensis ou diretamente
sobre as formas promastigotas deste parasito (REBOUCAS-SILVA et al., 2017). Nesta tese,
expandimos nossos conhecimentos ao avaliar o efeito do EPP-AF® na infecgdo por
L. amazonensis, espécie relacionada com a leishmaniose cutanea difusa, forma rara e de dificil
tratamento, além de causar lesbes cronicas, inflamatdrias e altamente parasitadas em modelo
experimental (DE OLIVEIRA & BARRAL-NETO, 2005).
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1.5.3 langambina e Epi-iangambina

O género Ocotea (familia Lauraceae), conta com mais de 400 espécies de plantas,
distribuidas pelos continentes americano e africano. Estima-se que 175 espécies deste género
ocorram no Brasil, com 103 espécies registradas na regido sudeste (“FLORA DO BRASIL,”
2020; “The Plant List,” 2013). As espécies deste género sdo amplamente utilizadas na
construcdo civil, fabricacdo de moveis e na culinaria. Além disso, as plantas do género Ocotea
sdo também utilizadas na medicina popular para o tratamento de vérias afecc@es, tais como:
infeccBes, Ulceras, colicas menstruais, picadas de cobra, diarréia, indigestdo e dores em geral
(COUTINHO et al., 2006; MORAES, 2005).

Estudos fitoquimicos vém relatando a ocorréncia de diversos alcaloides, terpenos,
flavonoides, lignanas e neolignanas nas principais estruturas morfolégicas - como folhas,
cUpulas e cascas - das espécies desse género (ANTONIO et al., 2020; GILARDONI et al.,
2021; GONTHO et al., 2017; LI et al., 2018). Dentre os metabolitos avaliados, os ligndides,
especialmente as lignanas e as neolignanas, sdo uma das classes quimicas mais biossintetizadas
no género Ocotea (ANTONIO et al., 2022; LI et al., 2018).

A iangambina e seu isbmero a epi-iangambina (Figura 4) sdo as principais lignanas
encontradas em Ocotea fasciculata (Nees) Mez (tambem conhecida como Ocotea duckei Vatti-
mo-Gil), arvore nativa da floresta Atlantica do nordeste brasileiro e conhecida popularmente
como louro-de-cheiro ou louro-canela. Antonio e colaboradores (2022)) demonstraram através
de analises por HPLC que a iangambina pode ser usada como biomarcador para Ocotea
fasciculata.

Vérias propriedades farmacologicas vém sendo atribuidas a iangambina, tais como:
antagonista do receptor do fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e analgésico (CASTRO-FARIA-
NETO et al., 1995; JESUS-MORAIS, 2000), antialérgico (SERRA et al., 1997), acdo protetora
contra problemas cardiovasculares e choque anafilatico (ARAUJO et al., 2014, 2001; RIBEIRO
et al., 1996; TIBIRICA et al., 1996), bem como atividade antitumoral em células colorretais
(HAUSOTT et al., 2003) e células da linhagem tumoral KB (BALA et al., 2015). Até o
momento, poucos estudos relataram a capacidade leishmanicida da iangambina e o efeito
imunomodulador nesse contexto ndo foram explorados. Em estudos conduzidos por Monte
Neto e colaboradores (2007), a iangambina foi capaz de reduzir a viabilidade de promastigotas

de L. infantum e L. amazonensis, provocando alteragdes ultraestruturais sugestivas de morte por
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apoptose e autofagia (NETO et al., 2011). Em sua dissertacdo de mestrado, Penha (2010)
demonstrou a eficacia da iangambina em reduzir a carga parasitaria de macréfagos infectados
por L. infantum, por mecanismo independente da producéo de 6xido nitrico e TNF-alfa. Além
disso, em estudo in vivo, o tratamento oral com iangambina foi capaz de reduzir a carga
parasitaria de animais infectados com L. amazonensis(PENHA, 2011). Contudo, até a presente
data, ndo sdo conhecidos estudos avaliando as propriedades farmacoldgicas da epi-iangambina.

O desastre da talidomida entre as décadas de 50-60 lancou luz sobre a necessidade de
maior regulacdo de medicamentos. Introduzida na década de 50 como sedativo, tranquilizante e
antiemético para enjoos matinais, a talidomida era uma mistura racémica de dois enantidmeros
rectus (R) e sinistro (S), no qual o isdmero R é um sedativo e o isdmero S é um teratdgeno, o
qual levou ao nascimento de milhares de criancas com malformacgdes nos membros, ouvido,
coracdo e 6rgdos internos (KESSERWANI, 2021; MORO et al., 2017). Assim, levando em
consideracgdo a importancia do estudo de isomeros para o desenvolvimento de medicamentos
seguros e mais eficazes, esta tese busca avaliar o efeito leishmanicida e imunomodulador dos

isdmeros iangambina e epi-iangambina.

langambina Epi-iangambina

Figura 4 - Estrutura quimica das lignanas inagmabina e epi-iangambina.
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022a;
2022b)



40

2 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo Doencas Tropicais Negligenciadas que ainda persistem entre as
populagbes com menos recursos econdmicos, constituindo um importante problema de saude
publica mundial. Devido a falta de interesse comercial, poucas novidades em desenvolvimento
de novos farmacos estdo sendo introduzidas no mercado. A atual terapéutica para as
leishmanioses é constituida majoritariamente por medicamentos utilizados para a mesma
finalidade ha décadas, possuindo desvantagens como: alto custo, toxicidade e aumento de casos
de resisténcia. Além disso, vacinas eficientes para esta condi¢do ndo estdo disponiveis. Por
isso, o desenvolvimento de tratamentos seguros, eficazes e acessiveis é considerado como
prioridade pela Organizacdo Mundial da Saude e imprescindivel no combate a esta
enfermidade.

Neste estudo, utilizamos ferramentas nanotecnoldgicas e exploramos a biodiversidade
brasileira para avaliar quatro possiveis candidatos a terapéutica da leishmaniose cutanea (LC):
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados contendo Anfotericina B, as lignanas langambina e
Epi-langambina e a Propolis verde EPP-AF®, em experimentos in vitro e/ou in vivo nas
infeccBes por L. amazonensis ou L. braziliensis, principais agentes etioldgicos da LC no Brasil,
e que possuem distintos aspectos imunologicos.

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs) sdo particulas lipidicas esféricas
nanométricas que vém ganhando atencdo da comunidade cientifica por proporcionar aumento
da biodisponibilidade, liberacdo controlada em sitios especificos de farmacos, seguranca e
reduzido custo. O CLN utilizado neste trabalho foi produzido por duas empresas brasileiras: a
Apis Flora Industrial e Comercial Ltda e a Eleve Pesquisa & Desenvolvimento, com custo de
R$ 5,87 producdo/ampola. Assim, o estudo possui potencial inovador e poderd propor a
utilizacdo de uma nova formulacdo de Anfotericina B produzida no Brasil, o que contribuira
para a manutencdo do seu reduzido custo.

Ja a propolis verde é oriunda do sudeste brasileiro e trata-se de um composto
amplamente empregado na medicina popular ha séculos. Apesar de diversos estudos relatarem
a capacidade leishmanicida da prépolis, os mecanismos pelos quais este composto exerce esse
efeito ndo sdo esclarecidos. Em trabalhos anteriores, nosso grupo demonstrou a capacidade de
trés extratos de propolis verde, oriundos de um extrato padronizado (EPP-AF®) e com

composi¢do quimica e efeito biolégico reprodutiveis lote a lote, em controlar a infeccdo
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intracelular por L. braziliensis, bem como modular a resposta inflamatéria (REBOUCAS-
SILVA et al, 2017). No atual estudo, avaliamos mais profundamente o efeito leishmanicida do
extrato de propolis verde EPP-AF® frente a infecgdo in vitro e in vivo por L. amazonensis,
espécie relacionada com a leishmaniose cutanea difusa, forma rara e de dificil tratamento,
associada a uma resposta imune voltada para a producdo de mediadores envolvidos com a
resposta do tipo Th2, levando ao desenvolvimento de lesdes mais inflamatérias e altamente
parasitadas.

As lignanas langambina e Epi-langambina foram isoladas das folhas de Louro de
Cheiro, arvore encontrada na floresta Atlantica do Brasil. Apesar de ja descrito efeitos
farmacoldgicos e biol6gicos desses compostos na literatura, ha poucos estudos avaliando sua
acao leishmanicida, sendo a maioria deles performados diretamente em culturas axénicas, ndo
explorando o aspecto imunomodulatério desses compostos na infeccdo por Leishmania.

Dessa forma, esse projeto possui o potencial inovador de propor novos candidatos a
terapéutica da LC, além de fomentar e valorizar a busca e triagem de compostos bioativos da

biodiversidade brasileira.
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3 HIPOTESE

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados com Anfotericina B (CLN-ANnB) controlam

a infeccdo in vitro e in vivo por L. braziliensis.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral

Avaliar o controle da infecgdo por L. braziliensis in vitro e in vivo pelos Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados com Anfotericina B (CLN-AnB) para o tratamento da

Leishmaniose Cutanea Localizada.

3.2.2 Objetivos especificos

1. Awvaliar a citotoxicidade dos CLN-AnB em cultura de macrofagos ndo infectados;

2. Testar o efeito dos CLN-ANB na infeccdo de macréfagos com L. braziliensis;

3. Avaliar a captagdo dos CLN-ANnB por macrofagos infectados com L. braziliensis

GFP;

4. Avaliar o efeito imunomodulatério dos CLN-AnB em macréfagos infectados com
L. braziliensis;

5. Avaliar a capacidade de controle da infeccdo dos CLN-AnB em modelo experimental

utilizando camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis.
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4 MANUSCRITO |

Evaluation of in vitro and in vivo Efficacy of a Novel Amphotericin B-Loaded

Nanostructured Lipid Carrier in the Treatment of Leishmania braziliensis Infection

O trabalho avalia pela primeira vez a eficacia de um novo carreador lipidico nanoestruturado
contendo Anfotericina B (CLN-AnB) no controle da infeccdo in vitro e in vivo por L.

braziliensis, principal agente etioldgico da leishmaniose cutanea no Brasil.

Resumo:

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs) estdo emergindo como uma abordagem
promissora devido a alta capacidade de carregamento de drogas, perfil de liberacdo controlado
dos farmacos veiculados, maior estabilidade e reduzido custo. Neste trabalho, exploramos o
efeito dos CLN carregados com Anfotericina B (CLN-ANB) na infecgéo in vitro e in vivo por
Leishmania braziliensis. Em nossas andalises, os CLNs apresentaram-se com formato esférico
com tamanho nanométrico de 242,0 + 18,3 nm. O potencial Zeta registrado foi sugestivo de alta
estabilidade do carreador (— 42,5 = 1,5 mV), o qual também apresentou cerca de 99% de
eficiéncia de encapsulamento do farmaco (EE%). Nas analises in vitro, observamos reduzida
toxicidade do CLN-ANnB, quando comparada a anfotericina livre e a anfotericina desoxicolato,
além de valor de IC50 para amastigotas intracelulares semelhante & anfotericina B desoxicolato
(11.7 £ 1.73; 5.3 £ 0.55 and 13 + 0.57 ng/mL, respectivamente). As analises por microscopia
confocal mostraram a captacdo dos CLNs por macréfagos infectados ja ap6s uma hora de
incubacdo e sua maior entrada com 48 horas. O tratamento de camundongos BALB/c,
infectados na derme da orelha, mostrou semelhante eficécia na reducdo do tamanho da leséo de
camundongos, bem como na reducdo da carga parasitaria do sitio de infeccdo entre os animais
tratados com antimonial pentavalente e 0 CLN-ANB. Dessa forma, nossos dados sugerem que
0s CLN-ANnB constituem uma formulacdo promissora de Anfotericina B para o tratamento da
Leishmaniose Tegumentar.

Trabalho publicado no periédico International Journal of Nanomedicine, em 2020.
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Background: Leishmaniasis is a neglected disease, and the current therapeutic arsenal for
its treatment is seriously limited by high cost and toxicity. Nanostructured lipid carriers
(NLCs) represent a promising approach due to high drug loading capacity, controlled drug
release profiles and superior stability. Here, we explore the efficacy of a unique pH-sensitive
amphotericin B-loaded NLC (AmB-NLC) in Leishmania braziliensis infection in vitro and
in vivo.

Methods and Results: AmB-NLC was assessed by dynamic light scattering and atomic
force microscopy assays. The carrier showed a spherical shape with a nanometric size of
242.0 + 18.3 nm. Zeta potential was suggestive of high carrier stability (—42.5 = 1.5 mV),
and the NLC showed ~99% drug encapsulation efficiency (EE%). In biological assays,
AmB-NLC presented a similar ICsy as free AmB and conventional AmB deoxycholate
(AmB-D) (11.7 £ 1.73; 5.3 £ 0.55 and 13 £ 0.57 ng/mL, respectively), while also presenting
higher selectivity index and lower toxicity to host cells, with no observed production of nitric
oxide or TNF-a by in vitro assay. Confocal microscopy revealed the rapid uptake of AmB-
NLC by infected macrophages after 1h, which, in association with more rapid disruption of
AmB-NLC at acidic pH levels, may directly affect intracellular parasites. Leishmanicidal
effects were evaluated in vivo in BALB/c mice infected in the ear dermis with L. braziliensis
and treated with a pentavalent antimonial (Sb>"), liposomal AmB (AmB-L) or AmB-NLC.
After 6 weeks of infection, AmB-NLC treatment resulted in smaller ear lesion size in all
treated mice, indicating the efficacy of the novel formulation.

Conclusion: Here, we preliminarily demonstrate the effectiveness of an innovative and
cost-effective AmB-NLC formulation in promoting the killing of intracellular L. braziliensis.
This novel carrier system could be a promising alternative for the future treatment of
cutaneous leishmaniasis.

Keywords: leishmaniasis, neglected disease, nanoparticles, drug delivery

Introduction

Leishmaniasis is a widespread group of neglected vector-borne tropical diseases
caused by Leishmania spp. (protozoa: Trypanosomatidae). The disease mainly
manifests in two forms: visceral leishmaniasis (VL), which is potentially lethal,
and the more common form, cutaneous leishmaniasis (CL). It is estimated that
between 700,000 and 1,000,000 new cases are reported annually worldwide; about
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95% of CL cases occur in Afghanistan, Algeria, Bolivia,
Brazil, Colombia, Iran, Iraq, Pakistan, the Syrian Arab
Republic and Tunisia.' In Brazil, CL mainly arises from
Leishmania braziliensis, which can induce ulcerating
lesions often characterized by crusted papules in the
human host.>

Pentavalent antimonials (Sb>") have been employed as
the first-line of treatment against leishmaniasis since the
1940s.* However, Sb>" therapy presents several limita-
tions, such as systemic side effects, cardiac, renal and
hepatic toxicity and a prolonged course of therapy
(20-30 days). In addition, increasing evidence of variable
efficacy and higher numbers of resistant cases has
prompted the development of novel therapies.”'°

Amphotericin B (AmB) is the second-line drug of
choice for leishmaniasis treatment in Brazil. Despite
being considered the most effective antileishmanial com-
mercially available, AmB is also one of the most toxic
compounds utilized in clinical practice.'"'* Among the
lipid formulations developed to mitigate the toxic effects
caused by conventional AmB (AmB-deoxycholate), the
liposomal formulation of AmB (Ambisome™) presents
the lowest toxicity, and has therefore been recommended
by the Brazilian Ministry of Health as a first-line drug for
VL treatment in priority groups.'> However, its wide clin-
ical use in the treatment of CL has been restricted by high
cost, which also limits its application in large-scale clinical
trials designed to test safety and efficacy.

The present study developed and tested Nanostructured
Lipid Carriers (NLC) loaded with AmB (AmB-NLC) to
evaluate efficacy as candidates for CL treatment. NLCs are
spherical lipid particles, sized 10-1000 nm, with a lipid
nanoparticle formulation consisting of a solid lipid core
matrix mixed with liquid lipids. NLCs have gained promi-
nence due to increased bioavailability, improvements in
controlled drug release at specific sites, the non-use of
organic solvents or high concentrations of surfactants,
physical stability over longer periods and feasibility of
production on an industrial scale.'*'

The development and characterization of AmB-NLC
has been previously demonstrated by our group, with out-
standing results achieved in terms of sustained release and
reduced AmB cytotoxicity, probably related to the poly-
aggregate drug form.'® The particle presents a sustained
controlled release profile of up 46 h at pH 7.4, with faster
disruption in acidic environments (pH 5), and presents
a target-driven effect due to the phospholipid nanoparticle
In this AmB-NLC

composition employed. context,

represents an innovative new approach to AmB treatment
in leishmaniasis and fungal infections.

In clinical use, despite recent advances in the literature
employing new pharmaceutical forms of AmB, this drug is
conventionally administered by intravenous route. The
development of lipid carrier delivery systems has made
new routes of AmB administration possible, including oral,
topic and intraperitoneal.'” ' Ammar et al employed AmB-
loaded PLGA to treat cutaneous leishmaniasis by topical
therapy, with controlled drug release demonstrated by this
carrier system.” Few studies have intraperitoneally adminis-
tered AmB via lipid carrier to treat leishmaniasis.'”'® The
AmB lipid carrier developed by De Carvalho et al to treat
cutaneous leishmaniasis demonstrated efficacy and signifi-
cantly greater reduction in parasitic burden compared to
AmB-deoxycholate.'”

Here we show that AmB-NLC, with a pH-sensitive
design, was able to significantly reduce the rate of
L. braziliensis infection in vitro, as well as lesion devel-
opment in vivo in a BALB/c mouse model. Accordingly,
our data suggest that AmB-NLC constitutes a promising
new and potentially safer and cheaper formulation of AmB
for CL treatment.

Materials and Methods

Material and Reagents

To produce AmB-NLC, the liquid lipid extract of MCT (med-
um-chain triacylglycerides) and a surfactant were acquired
from Lipoid GMBH (Ludwigshafen, Germany), while solid
stearic acid lipid nanoparticles, the co-surfactant of sodium
cholate hydrate and Triton™ X-100 were all acquired from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Polyethylene glycol
400 co-surfactant was acquired from Cosmo Quimica (Sao
Paulo, SP, Brazil), and antioxidant vitamin E was obtained
from Tovani Ltda (Sdo Paulo, SP, Brazil). The active com-
pound of amphotericin B was acquired from North China
China),
Amphotericin B reference medicine was acquired from

Pharmaceutical Huasheng (Hong Kong, and
Unidio Farmacéutica Nacional S/A- Unianf® (Embu-Guagu,
SP, Brazil). The liposomal formulation of Amphotericin
B (Ambisome™) was acquired from United Medical Ltda
(S@o Paulo, SP, Brazil). The other reagents employed herein
were Schneider’s insect medium, lipopolysaccharide (LPS),
IFN-y and Resazurin sodium salt, all obtained from SIGMA-
Aldrich (St Louis, MO, USA). Lactate Dehydrogenase (LDH)
Cytotoxicity Detection Kit and Nutridoma™-SP were
obtained from Roche Diagnostics GmbH (Sandhofer Strasse,
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Mannheim, Germany). Inactive Fetal bovine serum (FBS),
RPMI 1640 medium and RPMI 1640 medium without phenol
red, Geneticin® antibiotic and penicillin were purchased from
GIBCO (Carlsbad, CA, USA). Streptomycin, L-glutamine and
DAPI were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Lumogen Red F300® (0.02%.,/,) was purchased from BASF
(Ludwigshafen, Germany). A Human TNF-a DuoSet Elisa kit
was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

NLC Production

A previously established proportion of ingredients was
used to formulate AmB-NLC.'® Initially, NLC was pro-
duced by hot microemulsion (65 + 5°C), consisting of
a blend of liquid and solid lipids, a surfactant and co-
surfactants, using the method described by Tadini et al.'®*'
To obtain AmB-NLC, amphotericin B (0.1%) and the
antioxidant (0.005%) were added to a hot microemulsion
under stirring at 150 rpm. The microemulsion containing
the drug was then diluted in cold water (1-4°C) under
homogenization (IKA - TURRAX T25). Empty NLC (9-
NLC) was prepared in the absence of amphotericin B. The
above-described procedure resulted in the formation of
nanostructured lipid carriers suspended in water, which
were subsequently physicochemically characterized. NLC-
AmB and O-NLC containing Lumogem Red F300
(employed only in the Uptake assessment) were prepared
by adding the fluorophore (0.02% w Lumogem/w lipid
phase) by hot microemulsion.”” In sequence, the same
steps were performed for the NLC preparation. All result-
ing suspensions were employed in biological testing.

AmB-NLC Physicochemical

Characterization

Dynamic Light Scattering

An aliquot of 100 pL. of AmB-NLC was diluted 1000-fold
in deionized water. The diluted suspension was analyzed
by Zetasizer Nano ZS dynamic light scattering (DLS)
equipment (Malvern Panalytical). Z-average particle size,
polydispersity index and Zeta Potential were measured by
optical path. All measurements were taken at room tem-
perature (~24°C) and performed in triplicate.

Atomic Force Microscopy

To perform microscopic characterization using an atomic
force microscope (Shimadzu, SPM-9600), AmB-NLC was
first diluted 100-fold in deionized water and the diluted
suspension was placed on mica plates (200 puL). Analysis
was performed after the sample dried.

Drug Content

The analysis employed herein was performed using
a HPLC-DAD (Shimadzu, Kyoto, Japan) in accordance
with the method previously described by Tadini et al,
which was previously validated by our group in accor-
dance with the European Medicines Agency (EMA) guide-
line on Bioanalytical Method Validation.'®?*

The guard column (3.0 mm x 4.6mm, 2.7 um) was
coupled to a Ascentis Express Fused Core C;g chromato-
graphic column (100 mm x 4.6 mm, 2.7 um), both
acquired from Supelco (St. Louis, MO, USA). Analyses
were carried out at 30°C under ambient yellow light. The
flow rate was set to 1 mL/min in isocratic mode, with 70%
of methanol and 30% of an aqueous solution containing
0.1% of formic acid. The injection volume was 10 pL.
Carbamazepine was used as the internal standard (25
pg mL™'). Amphotericin B and carbamazepine were
detected at wavelengths of 407 nm and 285 nm, respec-
tively. The analytical curve range was 5.0-60.0 pg mL ™",
applying a weighting factor of 1/x.

Entrapment Efficiency

Aliquots of 1.00 mL of AmB-NLC suspension were trans-
ferred to a vial and centrifuged at 14,000 x g for 30 min
using a Hitachi RX II (Hitachi) centrifuge at a controlled
temperature of 4°C. Sample aliquots (100 uL) were diluted
10-fold in methanol, mixed and submitted to HPLC-DAD
analysis. Concentrations of free Amphotericin B (CgreeamB)
were determined using the previously generated analytical
curve. Crogaiamb, referring to the total mass of amphotericin
B in the suspension of AmB-NLC, was quantified using the
analytical curve. Entrapment efficiency was calculated
using the equation below:'®

CTotalAmB - CFreeAmB %

EE(%w/w) = 100

CT otalAmB

Antileishmanial Positive Controls

For comparison purposes, we tested the effects of the
following first- and second-line antileishmanials recom-
mended by the of  Health:
Glucantime®™, a meglumine antimonate (Sb>"), Unianf®,

Brazilian  Ministry
a micellar formulation of amphotericin B deoxycholate
(AmB-D) and Ambisome®, a liposomal formulation of
amphotericin B (AmB-L).** In addition, the active com-
pound of amphotericin B (AmB) was used as control in its
free state.
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Ethics Statement

Male BALB/c mice aged 6—8 weeks were obtained from the
animal care facility at the Gongalo Moniz Institute (IGM-
FIOCRUZ), located in the city of Salvador, Bahia-Brazil.
All animal experimentation was conducted in accordance
with the Guidelines for Animal Experimentation established
by the Brazilian Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA). The present study received
approval from the local institutional review board (CEUA
protocol no.: 018/2017, IGM/FIOCRUZ).

Parasites

Wild-type Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788)
(1 x 10% were cultured in Schneider’s insect medium sup-
plemented with 10% inactive Fetal Bovine Serum (FBS), 100
U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin and 2 mM
L-glutamine in 25 cm® flasks at 24°C for 6 days.
Promastigotes of Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/
BA788) (1 x 10° modified to express green fluorescent
protein (GFP) were cultured at 24°C in Schneider’s Insect
medium supplemented with 10% FBS, 100 U/mL penicillin-
streptomycin-glutamine and 50pg/mL of Geneticin®™ antibio-
tic (G418).>> Leishmania braziliensis GFP was exclusively
employed in uptake assessment assays.

Macrophage Toxicity Assay
Bone-marrow derived macrophages (BMDM) were
obtained from BALB/c mice femurs and cultured at 37°C
under 5% CO, for 7 days in RPMI medium supplemented
with 20% FBS, 100U/mL penicillin, 100mg/mL streptomy-
cin, 2mM L-glutamine and 20% L1929 cell culture super-
natant (a source of macrophage colony-stimulating factor).
Next, differentiated BMDM were harvested using cold sal-
ine solution. BMDM (2x10°/well) were plated on 96-well
plates and cultured at 37°C under 5% CO, in RPMI-
supplemented medium for 24 hours. BMDM were then
treated with either AmB, AmB-D, AmB-L or AmB-NLC
at varying concentrations (8—0.0078 pg/mL) at 37°C for
48h. Next, cells were reincubated for another 4h with sup-
plemented RPMI medium containing 10% Resazurin
sodium salt. Absorbance was read at 570 nm and 600 nm
using a spectrophotometer (SPECTRA Max 190).
Uninfected BMDM cultures supplemented RPMI medium
(Medium) and empty Nanostructured Lipid Carriers
(O@-NLC) were as used as controls.

Measurements of cytoplasmic lactate dehydrogenase
(LDH) enzyme activity were performed by plating

BMDM (2x10°/well) on 96-well plates, followed by cultur-
ing at 37°C under 5% CO, in RPMI medium without phenol
red, supplemented with 1% Nutridoma instead of FBS.
BMDM were then treated as described above. Next, cells
were centrifuged at 250xg and the cell-free culture super-
natant was used to spectrophotometrically measure LDH
activity using a commercial LDH Cytotoxicity Detection
Kit. According to the manufacturer’s instructions, absor-
bance was recorded at 490 nm using a spectrophotometer
(SPECTRA Max 190). Total LDH activity was determined
by lysing the cells with 1% Triton X-100. The percentage of
LDH release was calculated as follows: [(LDH sample —
Blank LDH) x 100]/total LDH.

Determination of AmB-NLC ICsq by
Assessing L. braziliensis Intracellular
Viability

BMDM were isolated as described above and 10° cells/
well were seeded on 96-well plates in supplemented
then
(10 1) with stationary-phase Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) promastigotes for 24h. Next,
macrophage cultures were washed 2x with saline to

RPMI medium. Macrophages were infected

remove non-internalized parasites and treated with vary-
ing concentrations (250-3.9 ng/mL) of AmB, AmB-D or
AmB-NLC for 48h. After the medium was replaced with
0.2 mL of supplemented Schneider’s insect medium,
cells were cultured at 24°C for an additional 6 days,
after which the number of viable parasites was deter-
mined by direct counting. The obtained ICs correspond-
ing to each of the treatments was validated as follows:
BMDM were plated at a density of either 10°/well on 96-
well plates (parasite viability) or 2x10°/well on 24-well
plates with glass coverslips (parasite counts via micro-
scopy). Cells were then infected and treated with the
corresponding ICs, concentrations of each of the com-
pounds as described above. Coverslips were stained with
hematoxylin and eosin to calculate infection index (per-
centage of infected cells x mean number of amastigotes
per cell), as determined by random counts of 200 cells/
light

field on each glass coverslip under optical

microscopy.

Uptake Assessment of AmB-NLC by

Macrophages
BMDM (10°/well) were seeded on glass coverslips and
cultured overnight at 37°C under 5% CO,_ Next, cells were
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infected with stationary-phase Leishmania braziliensis
GFP promastigotes for 24h. After washing 2x with saline,
cells were treated at a dilution of 1:200 (~4 mg/mL) of
AmB-NLC or ©O-NLC containing the fluorochrome
Lumogen Red F300. Plates were then incubated at 37°
C under 5% CO, for 1, 2, 24 or 48h. After each treatment
time, cells were washed 2x with 1x PBS and fixed with
a 4% paraformaldehyde solution. Coverslips were then
labeled with DAPI (Invitrogen) and kept protected from
light at —20°C until analysis by spectral confocal micro-
scopy (SPS TCS, Leica Microsystems, Germany).

Nitric Oxide and TNF-a Level

Quantification

BMDM (10°/well) were stimulated with IFN-y (100 UI/mL)
for 24h and infected with stationary-phase Leishmania bra-
ziliensis promastigotes for an additional 24h. Macrophages
were then washed twice to remove any non-internalized
parasites, the RPMI cell medium was replaced and IFN-y
stimulation was reapplied along with the obtained ICs, con-
centrations of AmB, AmB-D and AmB-NLC, or @-NLC,
for 48h (Table 1). After collecting culture supernatants, the
Griess reaction was used to measure nitric oxide (NO)
production. Production levels were measured in culture
supernatants using a Human TNF-o DuoSet Elisa kit
(R&D), in accordance with the manufacturer’s instructions.

In vivo Evaluation

BALB/c mice were inoculated with stationary-phase
L. braziliensis promastigotes (10> parasites in 10pL of saline)
in the left ear dermis using a 30G needle, according to the
model described by Moura et al.*® The animals were divided
into four experimental groups (n = 12) at 3 weeks post-
infection and treated intraperitoneally with seven doses
(émg/kg/day) of: 1) @-NLC; 2) AmB-NLC or 3) AmB-L
(Ambisome®™) on alternating days (14-day total treatment
period). In parallel, 4) another experimental group of mice
received Sb>* (Glucantime™ at 100mg/Sb>*/kg/day) intraper-
itoneally five times a week for 5 weeks.”” Lesion develop-
ment was monitored weekly for 10 weeks using an analog
caliper (Kroeplin, Schliichtern, GER). Mouse ear lesion size
development was considered successful when ~1 mm, with
a nodular and ulcerated presentation, in accordance with the
model previously described by Moura et al.*® At six and 10
weeks post-infection, half of the mice in each group were
euthanized with a lethal dose of sodium thiopental (100 mg/
kg, intraperitoneally), after which the ears and draining

lymph nodes (dLN) near the site of infection were aseptically
removed and homogenized in supplemented Schneider’s
medium. These homogenates were serially diluted and
seeded onto 96-well plates. Parasite load was determined
using a limiting-dilution assay, as described by Titus et al.*®
The number of viable parasites was determined using the
lowest concentration at which promastigotes were able to
grow after 2 weeks of incubation in a BOD incubator at
24°C.

Histological Analysis

The postmortem aseptic removal of mouse ears was per-
formed at six or 10 weeks post-infection, followed by
fixing in 10% formaldehyde. Tissues were then embedded
in paraffin, 5-pm-thick sections were stained with hema-
toxylin and eosin and subsequently analyzed by light
microscopy.

Statistical Analysis

Data are represented as the average of 3—4 independent
experiments (mean = SEM) performed at least in triplicate,
or a representative experiment performed in vivo with 12
animals/group (mean + SD) (Figure legends indicate the
The
Kruskal-Wallis non-parametric test was used for multiple

respective number of experiments performed).

comparisons and comparisons between two groups were
test.
Sigmoidal dose-response curves were used to determine

performed by Mann—Whitney non-parametric
mean inhibition concentration (ICsy) values relative to
intracellular parasite viability, as well as cytotoxicity con-
centration implying 50% cell viability (CCsgy). Values
representative of selectivity index (SI), which indicates
how selective a compound is relative to parasite versus
macrophages, were calculated using CCsy: ICso ratios.
Analyses were performed using GraphPad Prism v 5.00
for Windows (GraphPad Software, San Diego California).
Results were considered statistically significant when
p <0.05.

Results
AmB-NLC Physicochemical

Characterization

AFM images of AmB-NLC (Figure 1) illustrate the mor-
phological characteristics of the obtained nanoparticle.
The particle was spherical in shape and the observed
nanometric particle Z-average size of 242.0 = 18.3 nm

corroborated DLS analysis. AmB-NLC exhibited
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a characteristic polydispersity index (PDI) of 0.44 + 0.02
and a Zeta potential of —42.5 + 1.5 mV (Table 1).

The HPLC-DAD analysis revealed an AmB content of
1.02 + 0.05 mg mL™' in AmB-NLC, which corresponded
to the amount of active compound added to the formula-
tion. The resulting entrapment efficiency was ~99%, indi-
cating that the lipid carrier was capable of encapsulating
all available AmB (Table 1).

AmB-NLC Presents Low Toxicity to
Uninfected Macrophages

The cytotoxicity of amphotericin B formulations to unin-
fected macrophages was assessed by resazurin reduction
assay (Figure 2) and by Lactate dehydrogenase activity
(Supplementary Figure 1) in the supernatants of macro-

phages treated at concentrations ranging from 0.0078 to
8 ng/mL. After 48h of treatment, the highest tested concen-
trations of AmB and AmB-D were found to reduce cell
viability by 66% and 40%, respectively, compared to
Medium (p< 0.0001 and p< 0.01, respectively). By contrast,
no cytotoxic effects were observed in cells treated at identical
concentrations with AmB-NLC and @-NLC (Figure 2). In
addition, a significant increase in LDH levels in AmB-treated
macrophages at the highest concentrations tested (p< 0.001
and p< 0.01) indicated cell damage as evidenced by loss of
plasma membrane integrity (Supplementary Figure 1).

Accordingly, the highest CCs, value for uninfected
macrophages was obtained using AmB-NLC (12.34 +
2.67 pg/mL), compared to the other tested formulations:
4.31 £ 2.66 and 10.79 + 1.54 pg/mL for AmB and AmB-
D, respectively (Table 2).

AmB-NLC Reduces Intracellular

L. braziliensis Viability in a
Dose-Dependent Manner

Next, we evaluated the efficacy of AmB-NLC in reducing
intracellular L. braziliensis viability. After 48h of treat-
ment, both AmB and AmB-NLC significantly reduced the
number of viable parasites by 84% and 70%, respectively,
beginning at a concentration of 31.2 ng/mL (p < 0.0001

Table I AmB-NLC Characterization

and p < 0.05, respectively) (Figure 3A). AmB-D was also
shown to significantly reduce the number of viable para-
sites recovered in a similarly dose-dependent manner
(>62.5 ng/mL, p< 0.01). No significant antileishmanial
effect was detected using @-NLC.

The ICsy values found for AmB, AmB-D and AmB-
NLC were 5.3 £ 0.55; 13 £ 0.57 and 11.7 = 1.73 ng/mL,
respectively (Table 2). We then validated the obtained 1Cs,
values by analyzing the leishmanicidal effect on infected
AmB-treated macrophages using the infection index
Our data
showed similar infection rates across all three tested AmB

described above in Materials and Methods.

treatments, with statistically significant results compared to
the control (Medium) (p< 0.01 and p< 0.05) (Figure 3B).
Treatment with AmB-D and AmB-NLC similarly affected
promastigote viability in infected macrophages (85.9% and
81.6% growth inhibition, respectively), with the highest
efficacy observed for AmB (90.2% inhibition) (p< 0.001
and p <0.05) (Figure 3C).

AmB-NLC was not only found to present the highest
CCsq value in our comparisons, but also had the highest SI
value (1046) in comparison to AmB (813) and AmB-D
(830) (Table 2). In sum, AmB-NLC appears to effectively
reduce parasite load and presents low toxicity to macro-
phages, the main host cell of Leishmania.

Rapid Uptake of NLCs by L.

braziliensis-Infected Macrophages

The ability of NLCs to cross the membrane of the GFP
mutant L. braziliensis-infected macrophage was evalu-
ated by treatment kinetics at 1, 2, 24 and 48 h. After 1
h of treatment at 4pg/mL, NLCs were detectable in the
macrophage cytoplasm (Figure 4). Greater fluorescence
intensity of NLCs (shown in red) was seen at the high-
est tested concentration, which increased over time. The
colocalization of nanoparticles with amastigote forms
was also evident (shown in green). Reduced parasite
fluorescence was observed in the presence of AmB-
NLC over time, which further reinforces our previous
finding that AmB-NLC effectively reduces intracellular
parasite viability. The intracellular fluorescence intensity

Diameter PDI* Zeta Potential Amphotericin B EEP
Amount
242.0 + 183 nm 0.44 £ 0.02 —425+ 1.5 mV 1.02 £ 0.05 mg mL™"' ~ 99%

Abbreviations: *PDI, polydispersity index; °EE, entrapment efficiency.
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Figure | Atomic force microscopy of AmB-NLC.
Abbreviation: AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier.

of both NLCs was similar at 2 h and 48 h of treatment,
compared to 1 h and 24 h, respectively (Supplementary

Figure 2).

Modulation of Nitric Oxide and TNF-a
Production by Different Amphotericin

B Formulations
The leishmanicidal effects of amphotericin B on nitric
oxide (NO) and TNF-o production by INF-y-activated

uninfected or infected murine macrophages were assessed
in vitro (Figure 5). Among all tested amphotericin
B formulations at ICsoy concentrations, only AmB was
found to significantly increase both NO and TNF-o pro-
duction in activated L. braziliensis-infected macrophages
compared to the infected control (INF) (p< 0.01) (Figure
5A and B, respectively). As expected, no nitric oxide or
TNF-a production was detected following treatment with
O-NLC.

AmB-NLC Treatment Reduces Lesion

Size and Parasite Load in vivo

The effects of AmB-NLC on L. braziliensis infection were
evaluated in vivo. Mice were inoculated in the left ear
dermis with L. braziliensis promastigotes and treated intra-
peritoneally 3 weeks later with Sb>" (Glucantime™), AmB-
L (Ambisome®), AmB-NLC or @-NLC, as described in
Materials and Methods.

The animals treated with AmB-NLC had the smallest
ear lesion size of all treated mice (p< 0.05 and p< 0.01)
(Figure 6A). Histopathological analysis showed an
intense inflammatory cell infiltrate consisting mainly of
lymphocytes and macrophages, characteristic of chronic
inflammation, in the ears of the animals in both the
@-NLC and AmB-L groups (Figure 6B). On the other
hand, the animals that received Sb>" or AmB-NLC
treatment showed milder inflammatory cell infiltrate
(Figure 6B). Lower parasitic loads were seen in the
ears of mice that received either AmB-NLC or Sb>"
(p< 0.05) (Figure 6C). Surprisingly, AmB-L treatment
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Figure 2 AmB-NLC cytocompatibility in vitro. Macrophages were treated with AmB, AmB-D or AmB-NLC (8-0.0078 ug/mL) for 48h. Cell viability was determined by
Resazurin sodium salt reduction percentage. Supplemented RPMI Medium (Medium) and empty carriers (@-NLC) were used as controls. Bars represent + SEM of two
experiments. Kruskal-Wallis nonparametric testing, followed by Dunn’s multiple comparison post-test, were used for comparisons between experimental groups (*p< 0.05,

*p< 0.01 and **p< 0.0001).

Abbreviations: AmB, active compound of amphotericin B; AmB-D, deoxycholate amphotericin B; AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier; RPMI,
cell culture medium developed at Roswell Park Memorial Institute; SEM, standard error of the mean.
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Table 2 ICs5p, CCso and Selective Index (SI) of Different PDjiscussion
Amphotericin B Formulations Nanotechnology-based stable drug delivery systems repre-
Compound | Amastigote Macrophage si sent a key strategy in the search for more effective and less
ICso" £ SEM” CCso” & SEM toxic leishmanicidal drugs. Here we investigated for the first
(ng/mL) (ug/mL) time the leishmanicidal potential of nanostructured lipid car-
AmB 53+055% 431 £ 266 813 riers loaded with Amphotericin B (AmB-NLC), the most
AmB-D 13£057 10.79 £ 1.54 830 potent leishmanicidal drug currently commercially available,
AmB-NLC 7173 1234 £ 267 1046 in L. braziliensis infection in vitro and in vivo."' Besides

Note: *Indicate statistically significant differences (p = 0.0210) in relation to AmB-
D (deoxycholate amphotericin B).

Abbreviations: *ICs, half-inhibitory concentration. Concentration needed to
inhibit a given biological process by half; ®SEM, standard error of the mean; ©
CCsg, 50% cytotoxic concentration, the concentration needed reduce cell viability
by 50%; %S, selectivity index. Macrophage CCso/amastigote intracellular ICsq

did not effectively reduce L. braziliensis parasite burden
or lesion size. None of the treatments evaluated reduced
parasitic load in the dLNs near the site of infection
(Figure 6D). A previous pilot study using O-NLC as
well as the dilution vehicle (Dextrose 5%) to treat
animals (n = 5 animals/group) revealed no differences
between these groups, as evidenced by nodular and
ulcerated ear lesions measuring approximately 1.0 mm

in size (Supplementary Figure 3). Thus, in the above

in vivo experiment (n = 12 animals/group), the dilution
vehicle control group was replaced by the O-NLC trea-
ted group, simply in an effort to reduce the number of
animals used in the study.
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demonstrating promising effects in controlling infection both
in vitro and in vivo, the manufacture of AmB-NLC in Brazil
would also be more cost-effective than currently available
technological formulations, eg, liposomal, which can cost as
much as US$ 400/ampoule (Ambisome™), thereby limiting
treatment in poor countries.?’

Physical analysis indicated that AmB-NLC presents
a spherical shape, with a homogenous size and distribution
in solution despite the obtained polydispersity index (PDI)
value of 0.44 + 0.02 (results closer to 0 indicate greater
homogeneity).>° Since no filtration system was used to
segregate particles of larger size, we considered the result-
ing PDI value to be satisfactory. In addition, other
approaches on an industrial scale could be employed to
decrease NLC-AmB PDI values. Particles with a non-
spherical shape can suffer from low drug encapsulation
efficiency, as well as deficiencies in particle transport and

drug release, which can affect the biodistribution,
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Figure 3 Leishmanicidal effect of AmB-NLC on intracellular L braziliensis viability. (A) Dose-dependent effect of AmB-NLC on intracellular L. braziliensis viability:
macrophages were infected with L. braziliensis and treated with either AmB, AmB-D or AmB-NLC (250-3.9 ng/mL) for 48h. Leishmanicidal effects at ICs, concentrations
of different amphotericin B formulations: (B) Parasite burden; (C) Infection Index. Supplemented RPMI Medium (Medium) and empty carriers (@-NLC) were used as
controls. Bars represent + SEM of two or four experiments. Kruskal-Wallis nonparametric testing, followed by Dunn’s multiple comparison post-test, were used for
comparisons between experimental groups, while the Mann-Whitney non-parametric t-test was used for comparisons between two groups (*p< 0.05, *p< 0.0] and **p<
0.0001).

Abbreviations: AmB, active compound of amphotericin B; AmB-D, deoxycholate amphotericin B; AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier; 1Csq,
half-inhibitory concentration; RPMI, cell culture medium developed at Roswell Park Memorial Institute; SEM, standard error of the mean.

International Journal of Nanomedicine 2020:15

submit your manuscript

8666

Dove


https://www.dovepress.com/get_supplementary_file.php?f=262642.pdf
http://www.dovepress.com
http://www.dovepress.com

Dove

Rebougas-Silva et al

Lumongen Red

F300°
1h
]
-
<
Q
]
-
<
a1]
£
<
24h
]
-
Z
Q
]
-
<
m
E
<

Figure 4 Intracellular delivery of NLC. Confocal microscopy of GFP mutant L. braziliensis-infected macrophages treated with @-NLC or AmB-NLC at 4 pg/mL for | or 24
h. Blue: nuclei stained with DAPI; Green: GFP mutant L. braziliensis; Red: Lumogen Red F300® fluorochrome-containing NLCs.

Abbreviations: AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride; GFP, green fluorescent protein;
RPMI, cell culture medium developed at Roswell Park Memorial Institute; @-NLC, empty nanostructured lipid carrier.

pharmacokinetic and target-driven delivery properties.®’
Moreover, the small average size of AmB-NLC (242.0 +
18.3 nm) is also pharmacokinetically advantageous, since
this facilitates the transport of small particles through bio-
logical barriers and provides an increased microenviron-
ment contact surface.>” The Zeta potential, a measure of
the electric potential of particles in a diffuse layer, of AmB-
NLC (—42.5 £ 1.5 mV) was predictive of its stability in
aqueous suspension, and indicates a reduced tendency to
form agglomerates over the long term; ideal Zeta Potential
values range between | 30 | and | 60 | mV.** Furthermore,
AmB-NLC was designed with a unique and innovative
phospholipid composition in order to be pH-sensitive,
thereby conferring the ability to target infectious tissues.
A previous study by our group showed that AmB-NLC

presents controlled sustained release profile (up to

46 hours) at physiological pH (7.4), as well as faster dis-
ruption in acidic environments (pH 5), lending a target-
driven release characteristic to this AmB delivery system.
Moreover, the developed nanoformulation more efficiently
protected AmB from degradation in acidic environments
(AmB-D).'®
Considering that parasitophorous vacuoles, structures that

compared to a micellar formulation
allow parasites to survive and develop inside the host cell,
are acidic compartments (pH 4.74 to 5.26), nanocarriers
offering a stable, controlled and target drug release, such
as AmB-NLC, hold promising potential for intracellular
Leishmania control in acidified pH environments.**

Our evaluation of cytotoxicity in vitro indicated that
AmB-NLC presents lower toxicity to macrophages than
free AmB (raw material) or AmB-D (Unianf®™). Tadini
et al (2017) observed that AmB-NLC also had reduced
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Figure 5 Modulation of nitric oxide and TNF-a production by different amphoter-
icin B formulations. L. braziliensis-infected macrophages were treated with respec-
tive ICso concentrations of AmB, AmB-D or AmB-NLC in the presence of IFN-y for
48 h. (A) TNF-o levels measured by ELISA (B) Nitric oxide production determined
by nitrite levels through the Griess reaction. Bars represent means + SD of one
representative experiment for TNF-a and means + SEM of four experiments for
NO. Kruskal-Wallis nonparametric testing, followed by Dunn’s multiple comparison
post-test (**p<0.01).

Abbreviations: AmB, active compound of amphotericin B; AmB-D, deoxycholate
amphotericin B; AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier;
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; INF, infected; NO, nitric oxide; SD,
standard deviation; SEM, standard error of the mean; TNF-qo, tumor necrosis factor-
alpha; UNI, uninfected.

cytotoxic effects on L929 mouse fibroblasts after 24 h or
48 h treatment, in comparison to AmB and AmB-D. On
the other hand, we found that L. braziliensis-infected
macrophages exposed to AmB-NLC reduced the rate of
infection similarly to AmB-D, as demonstrated by the
comparable ICsy values obtained for both compounds.
This result seems promising, given that clinically approved
AmB lipid formulations generally require higher concen-
trations provide efficacy comparable to AmB-D in vitro.-
3536 AmB is known to reduce parasite viability at low
concentrations and presents 10-fold greater affinity for
ergosterol in parasite cell membranes than cholesterol in
mammalian cells.*”*® It follows that the controlled release
profile of AmB-NLC could reduce the levels of available
free AmB over time, which could lessen toxic effects on
host cells, while still effectively controlling infection. In
addition, the intracellular delivery of fluorochromic-
associated NLCs was found to be efficient even at the
earliest treatment time (1h). Rapid AmB-NLC uptake by
macrophages should lead to reduced drug accumulation in
healthy tissues, thereby increasing therapeutic efficacy,
reducing toxicity and preventing side effects.*

The main mechanisms of action suggested for AmB
against parasites are its binding to ergosterol and the

formation of pores in the cell membrane, which would
allow the passage of electrolytes, such as K*, Ca®" and
Mg**, leading to cell death.***' In addition, the induction
of oxidative burst and the modulation of immune response
in host cells have also been proposed as alternative
mechanisms.**** Herein, our assessment of oxidative
burst and immune response modulation through the eva-
luation of Nitric oxide (NO) and TNF-a production
revealed that the ICsy concentration of AmB-NLC did
not significantly modulate either mediator. Thus, we con-
clude that NO and TNF-a do not participate in the leish-
manicidal mechanism by which AmB-NLC acts in vitro,
and rather suggests a direct effect on intracellular para-
sites. Indeed, the rapid uptake of NLCs by L. braziliensis-
infected macrophages observed herein, associated with the
faster disruption of AmB-NLC at acidic pH levels, may
directly affect intracellular parasites. On the other hand, in
contrast to AmB-D and AmB-NLC, free AmB was sig-
nificantly induced the production of both NO and TNF-a
in our in vitro assessments. AmB also presented the high-
est toxicity to host cells observed in our study. Several
studies have suggested the production of inflammatory
mediators, such as TNF-a and NO, as responsible for the
toxicity observed in some amphotericin B formulations,
which is not the case in AmB-L.*~>2 Thus, we believe that
the free active compound of amphotericin B (AmB) likely
presented greater bioavailability to host cells than either
AmB-NCL or AmB-D), and thereby promoted not only
the greatest leishmanicidal effect, but also the greatest
toxicity to host cells.

To evaluate the potential leishmanicidal effect of
AmB-NLC in vivo, we employed a standardized murine
model capable of reproducing natural characteristics of
this disease similar to that occurring in humans, ie, ulcer-
ated skin lesions with regular, raised and well-delimited
edges and granular bottom, as well as parasite dissemina-
tion to the lymphoid areas. To our knowledge, this is also
the first time an experimental model, that closely mimics
the natural infection aspects of cutaneous leishmaniasis, is
used to evaluating NLC containing AmB. In this model,
Leishmania braziliensis infection is self-healing in BALB/
¢ mice. Lesions reach a peak size around the fifth or sixth
weeks post-infection and gradually decrease in size until
achieving complete cure, normally around the ninth week.
Similarly, parasite load in the ear decreases from the sixth
week onward.?® In this context, an effective treatment
should be capable of shortening healing time, ie, able to
preclude lesion development and/or induce smaller lesions
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Figure 6 Intraperitoneal AmB-NLC treatment controls L. brasiliensis infection. BALB/c mice infected with L. braziliensis were treated intraperitoneally three weeks later with
Sb** (Glucantime® 100 mg/Sb**/kg/day, 5x a week), or AmB-L (Ambisome®), AmB-NLC or @-NLC (6 mg/kg/day, on alternating days over 2 weeks). (A) Lesion size
development was monitored weekly; (B) Ear sections, obtained six weeks after infection, were analyzed by optical microscopy (200X magnification). Parasitic load in (C)
infected ears and (D) draining lymph nodes. Bars represent mean + SD of an experiment performed with 12 animals per group. Kruskal-Wallis nonparametric testing,

followed by Dunn’s multiple comparison post-test (*p< 0.05 and **p< 0.01).

Abbreviations: AmB-L, liposomal amphotericin B; AmB-NLC, amphotericin B-loaded nanostructured lipid carrier; Sb5+, meglumine antimonate; SD, standard deviation; @-

NLC, empty nanostructured lipid carrier.

compared to controls, as well as able to reduce tissue
inflammation and parasite load at the peak of disease.
Herein, all data obtained from the ear lesion size develop-
ment and its dermal characterizes were in accordance with
model described by Moura et al as well as to previous
studies.?®*">3-** Intraperitoneal treatment with AmB-NLC
was found to be the most effective in decreasing mouse ear
lesion size. Although both AmB-NLC and Sb*>" similarly
reduced parasitic load and inflammatory cell infiltrate in
infected ears, none of the treatments employed were able
to reduce parasitic load in dLNs. Santos et al, in an

evaluation of the leishmanicidal effect of 17-AAG, an
inhibitor of the HPS90 protein, similarly observed dimin-
ished lesion size and parasitic load at the infection site of
L. braziliensis-infected mice, without observing alterations
in parasite burden in the dLNs.>* Likewise, Celes et al
analyzed the efficacy of diethyl dithiocarbamate (DETC)-
containing bacterial cellulose membranes and found no
decreases in dLN parasitic load, despite demonstrating
leishmanicidal action at the site of infection.”” Falcdo
et al suggested that parasite persistence within the dLNs
of L. braziliensis-infected BALB/c mice may be due to
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presence of the IL-10-secreting CD4 CD25 Foxp®" subset
of T regulatory cells, which reduces the frequency of
effector T cells.” The role of CD4"CD25" T regulatory
cells in suppressing CD4"'CD25™ effector T cells was also
shown to inhibit the elimination of Leishmania major in
the skin of C57BL/6 mice, via mechanisms both depen-
dent on and independent of IL-10.%¢ It has been suggested
that the persistence of pathogens, such as Leishmania, in
the host may provide beneficial immunity to the host, and
could also be a reflection of both host and parasite co-
evolutionary survival strategies.>®

Considering that current treatment options for cuta-
neous leishmaniasis are limited by cost, host toxicity and
an increasing number of refractory cases, it is our sincere
hope that AmB-NLC may not only increase the therapeutic
index of leishmaniasis treatment, but also encourage future
scientific study towards the provision of low-cost stable
drug delivery systems.

Conclusion

The results herein demonstrate for the first time the efficacy
of AmB-NLC in promoting the in vitro and in vivo clear-
ance of intracellular L. braziliensis parasites, the main etio-
logical agent of cutaneous leishmaniasis in Brazil. The
developed nanoformulation presented pharmacokinetic
advantages, including a nanometric size, spherical shape
and Zeta potential suggestive of high stability. Moreover,
the unique pH-sensitive phospholipid composition indicates
that AmB-NLC may be an innovative cost-effective drug
delivery system. The observed clearance of intracellular
L. braziliensis parasites in vitro by AmB-NLC, in the
absence of either TNF-a or nitric oxide production at the
ICsq concentration, may be related to more rapid disruption
of AmB-NLC in acidic environments, including the para-
sitophorous vacuoles of Leishmania species. Moreover, the
rapid AmB-NLC uptake by macrophages, as well as the
controlled release profile at physiological pH levels, may
have led to the lack of observed cytotoxicity in AmB-NLC-
treated cells as compared to AmB and AmB-D. The in vivo
evaluation, which employed a murine model capable of
reproducing natural characteristics of cutaneous leishma-
niasis in humans, demonstrated the efficacy of AmB-NLC
in reducing both lesion size and parasite load in the ears of
treated animals. Considering the high toxicity associated
with conventional administration of amphotericin
B (AmB-D), as well as the high cost of its less toxic
liposomal formulation (AmB-L), our results represent
a promising new formulation, with demonstrated safety

and a cheaper cost than current commercially available
formulations of amphotericin B. Our results suggest that
the presently described novel AmB-NLC delivery system
represents a promising nanoformulation that warrants
further investigation in the treatment of cutaneous
leishmaniasis.
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5 HIPOTESE

O extrato glicolico de Propolis verde EPP-AF® controla a infecgéo in vitro e in vivo por

L. amazonensis.

5.1 OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo geral

Avaliar o controle da infeccdo in vitro e in vivo por L. amazonensis pelo extrato de
propolis verde EPP-AF® como potencial candidato para o tratamento aditivo da Leishmaniose

Cutanea Localizada.

5.1.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a citotoxicidade do extrato de propolis verde EPP-AF® em cultura de
macrdfagos ndo infectados;

2. Testar o efeito do extrato de propolis verde EPP-AF® na infecgdo de macréfagos
com L. amazonensis;

3. Auvaliar o efeito do extrato de propolis verde EPP-AF® na expressdo das enzimas
HO-1, arginase, ornitina descarboxilase, INOS e COX-2 por macrofagos infectados com
L. amazonensis;

4. Avaliar o efeito do extrato de propolis verde EPP-AF® na producéo de citocinas e
mediadores inflamatorios por macréfagos infectados com L. amazonensis;

5. Identificar vias de sinalizacdo celular deflagrados pelo extrato de propolis EPP-AF
verde na infeccdo in vitro por L. amazonensis;

6. Avaliar a capacidade do controle da infeccdo do tratamento tdpico com gel de
propolis verde EPP-AF® em modelo experimental utilizando camundongos BALB/c

infectados com L. amazonensis.
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6 MANUSCRITO Il

Leishmanicidal and Immunomodulatory Properties of Brazilian Green Propolis Extract
(EPP-AF®) and Gel in pre-clinical model

O trabalho avalia de forma in vitro e in vivo as propriedades leishmanicida e imunomoduladora
de um extrato de propolis verde padronizado (EPP-AF®) ou de uma formulagdo em gel em

modelo de infeccdo por Leishmania amazonensis.

Resumo:

A propolis € um composto natural amplamente utilizado na medicina popular devido a sua
gama de efeitos bioldgicos, incluindo atividade contra agentes infecciosos. Entretanto, os
principais mecanismos celulares pelos quais a prépolis exerce seus efeitos bioldgicos
permanecem ndo esclarecidos. Aqui, avaliamos as propriedades leishmanicida e
imunomoduladora de um Extrato de Prdpolis Padronizado (EPP-AF®) de forma in vitro e in
vivo, utilizando modelo de infec¢do por L. amazonensis. As andlises in vitro revelaram a
capacidade do EPP-AF® em reduzir o indice de infecgdo de macrofagos infectados, bem como
os niveis de I1L-1B, Oxido Nitrico e Prostaglandina E2, enquanto mostrou-se capaz de aumentar
0 Fator de Necrose Tumoral-a por macrofagos infectados. Analises por western blotting
revelaram a capacidade do EPP-AF® em induzir as expressdes das enzimas Heme Oxigenase-1
e COX-2, bem como de induzir a fosforilacdo de ERK-1/2 em macréfagos infectados e néo
infectados. A inibigdo farmacologica de ERK1/2 afetou significativamente a producdo do Fator
de Necrose Tumoral-a, sem alterar a carga parasitaria. Analises in vivo mostraram a eficécia do
tratamento topico com gel de EPP-AF® isoladamente ou em terapia combinada com antiménio
pentavalente na reducdo de lesbes na orelha de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis. Analises multivariadas mostraram a capacidade do tratamento tdpico com
propolis em alterar o perfil de resposta imune celular apresentado pelos linfonodos drenantes,
bem como o perfil de citocinas liberadas localmente e sistemicamente. Em conjunto, esses
resultados reforcam o efeito leishmanicida e imunomodulador da propolis verde EPP-AF® e
abrem uma nova perspectiva sobre a possibilidade de utilizagdo da prépolis como tratamento
adjuvante na terapia da Leishmaniose Cutéanea.

O artigo referente a este trabalho encontra-se em construgéo.
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INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um conjunto de doencas com aspectos clinicos
heterogéneos e importante diversidade epidemioldgica. Sdo causadas por parasitos do género
Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), transmitidos ao homem através da picada das
fémeas infectadas dos vetores flebotomineos. Estdo inseridas entre as dez principais Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs), devido a sua importancia para a salde publica mundial,
atingindo, principalmente, paises pobres no Sudeste Asiatico, Africa Oriental e América Latina
(WHO/PAHO, 2021).

O atual arsenal terapéutico para o tratamento das leishmanioses € ultrapassado e
apresenta sérias limitacdes, tais como: alto custo para os cofres publicos, alta toxicidade, uso
parenteral da maioria dos medicamentos, 0 que 0s tornam poucos acessiveis devido a
necessidade de locomocdo dos pacientes até uma unidade de tratamento. Além disso, ha um
crescente aumento nos relatos de casos de falha terapéutica e resisténcia dos parasitos
(ROMERO et al, 2001; CARNIELLI et al, 2019; KOSAKA et al, 2020; KAKOOEI et al, 2020;
SILVA et al, 2021).

A propolis é uma substancia resinosa e balsamica elaborada pelas abelhas a partir de
resinas de broto, botdes florais e outras partes de tecidos vegetais. No Brasil, devido a grande
diversidade de espécies vegetais visitadas pelas abelhas, ocorre uma elevada variacdo de seus
principios ativos. Ao todo, ja foram descritos 14 tipos de propolis no territério brasileiro,
classificados de acordo com a sua origem botanica, propriedades fisico-quimicas e
geolocalizacdo (PARK et al, 2002; DAUGSCH et al, 2008; FERREIRA et al, 2017). Dentre
todos os tipos conhecidos, a propolis verde brasileira € um dos mais comercializados e
estudados do mundo. Possui como principais componentes compostos fenolicos, como &cido p-
cumarico, acido fenilico, acido cafeico, kaempferol, quercetina e o Artepillin C, sendo este
ultimo considerado como marcador de propolis verde (SANTOS et al, 2019).

O Extrato de Propolis Padronizado da Apis Flora (EPP-AF®) destaca-se dos demais
extratos de propolis por ser um extrato de propolis verde brasileira cuja composicdo quimica e
propriedades bioldgicas foram determinadas juntamente com sua reprodutibilidade de lote a
lote, 0 que o torna Unico e cujos estudos ndo podem ser aplicados ou traduzidos para outros
tipos de extratos de propolis. Diversos efeitos bioldgicos ja foram relatados para o EPP-AF®,

tais como antiulcera, anti-inflamatoéria, antimicrobiana, antioxidante e, recentemente, um estudo



61

clinico mostrou os beneficios do tratamento adjuvante com prépolis para a recuperacdo de
pacientes acometidos por COVID-19 hospitalizados, apresentando impacto na reducdo do
tempo de internacdo (BARUD et al., 2013; BERRETTA et al., 2012, 2013; DINIZ et al., 2020;
HORI et al., 2013; MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2019; SILVEIRA et al., 2021).

Estudos tém demonstrado o efeito leishmanicida de diferentes extratos da propolis tanto
in vitro como in vivo (DEVEQUI-NUNES et al, 2018; REGUEIRA-NETO et al, 2018;
CALVACANTE et al, 2021). Anteriormente, nosso grupo demonstrou a acao leishmanicida e
imunomodulatdria de trés diferentes extratos de propolis verde (EPP-AF®) na infeccéo in vitro
por L. braziliensis ou diretamente sobre as formas promastigotas deste parasito (REBOUCAS-
SILVA et al, 2017). Nesse estudo, expandimos o conhecimento gerado no nosso trabalho
anterior avaliando o extrato de propolis verde brasileiro EPP-AF® no contexto da infecgdo in
vitro e in vivo por L. amazonensis. E importante ressaltar que esta espécie é o outro principal
agente etiologico da leishmaniose tegumentar no Brasil e estd associada a leishmaniose difusa,
uma forma rara e de dificil tratamento da LC. O presente estudo investigou a capacidade do
extrato de propolis verde EPP-AF® em modular os principais marcadores inflamatdrios
relacionados ao controle imunoldgico da infec¢do por L. amazonensis in vitro, bem como
influenciar o desfecho da doenga em camundongos tratados topicamente com uma formulagao
em gel de propolis verde EPP-AF® a 3.6% (p / V).

MATERIAS E METODOS
Obtencao do extrato glicolico de prépolis verde EPP-AF®

Nesse estudo foi utilizado o Extrato de Propolis Padronizado - Apis Flora® (EPP-AF®)
glicolico. Para os ensaios in vitro foi utilizado o extrato glicélico a 11% de propolis p/v. Nos
ensaios in vivo, foi avaliada o gel de propolis de liberacdo imediata (3,6% p/v de prépolis), com
seu gel sem adicdo de prépolis como controle (Base). Todas as formulagdes de prépolis foram
fornecidas pela empresa Apis Flora Indl. Coml. Ltda. em parceria com Andresa Berretta (Apis
Flora). O extrato e o gel de propolis foram obtidos apds criterioso estudo da matéria-prima
proveniente de diferentes regides do Brasil e a padronizagéo resultante desse estudo, conforme
Berretta et al. 2012 (BERRETTA et al, 2012). Abaixo segue os dados de padronizacdo do
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extrato alcodlico de partida para a obtencdo das formulacGes (extrato e gel) utilizadas neste
estudo:

Tabela 1. HPLC/DAD: quantificacdo de substancias bioativas do extrato de propolis (n=3 £
SD).

Biomarcador da Concentragdo + SD
Propolis (mg/g)
Artepilin C 13,149+1,647
4,5 Dicafeoilquinico 7,039+0,074
Drupanina 5,460+0,123
3,5 Dicafeoilquinico 4,163+0,006
Acido p-cumérico 3,78620,027
Galangina 2,797+0,188
Aromadendrina 1,422+0,016
Bacarina 1,422+0,264
Crise 0,825+0,025
Acido cafeico 0,685+0,028

Total de Bioativos 40,747+2 4
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Tabela 2. HPLC/DAD: quantificacdo de substancias bioativas do extrato de propolis utilizado

no gel carbopol (n=3 £ SD).

Biomarcador da Concentracdo £ SD
Propolis (mg/g)

Artepilin C 2,630+£0,1

4,5 Dicafeoilquinico 0,959 + 0,06
Drupanina 0,750 £ 0,02
3,5 Dicafeoilquinico 0,574 £ 0,02
Acido p-cumérico 0,496 + 0,01
Galangina 0,479 £ 0,01
Bacarina 0,378 £ 0,01
Aromadendrina 0,208 + 0,006
Crise 0,125 + 0,004
Acido cafeico 0,098 + 0,003
Total de Bioativos 6,697 £0,3

Parasitos e Camundongos

Neste estudo, foi utilizada a cepa de Leishmania amazonensis (MHOM/Br88/Ba-125).
As promastigotas foram cultivadas a 26°C, em meio Schneider suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina. Os camundongos BALB/c
(Mus musculus), foram obtidos do Biotério IGM/FIOCRUZ e mantidos em condicGes livre de
patdgenos, de acordo com o CEUA licenga numero 005/2020 - IGM/FIOCRUZ.
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Obtencdo de MDMO

Camundongos Balb/c foram anestesiados por via intravenosa por injecdo de dose letal
de tiopental sédico (100 mg/kg), seguido de deslocamento cervical para confirmagdo da morte.
Ap0s a eutanasia, 0 abdémen e as patas do camundongo foram lavados com alcool 70%. Foi
feita uma incisdo na linha média do abdémen e apds isso a pele foi puxada, para expor 0s
musculos das patas posteriores. As patas foram removidas com tesoura cirurgica e a tibia e o
fémur de cada pata entdo dissecados. Os ossos foram lavados com alcool 70% e foi realizada a
lavagem interna do fémur e tibia com o meio de cultura. As células obtidas foram cultivadas a
37°C, 5% COz2, em meio RPMI suplementado com 20% de SBF, 30% de sobrenadante de
fibroblastos L929 e 1% de penicilina-estreptomicina-glutamina e incubadas por 7 dias para

diferenciacdo em macréfagos.

Avaliacdo da viabilidade de macroéfagos tratados com o EPP-AF®

MDMO, obtidos como acima descrito, foram plaqueados na densidade de 1x10°/pogo
em placas de cultura de 96 pocos e incubados por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Ap06s o tempo
de aderéncia, os macr6fagos foram tratados com o EPP-AF® em diferentes concentracdes (200
— 3.2 ug/mL) e incubados por 48h a 37°C e 5% de CO2. Meio RPMI, suplementado com 10%
de SBF e 1% de penicilina-estreptomicina-glutamina foi utilizado como controle de 100% de
viabilidade, enquanto Triton X-100 (2% v/v) foi utilizado como controle positivo de morte
celular. Em seguida, os sobrenadantes das células foram incubados por 30min (a temperatura
ambiente e protegido da luz) com o kit de citotoxicidade de Lactato Desidrogenase (LDH)
(Roche) e as células foram incubadas por 4h com meio de cultura contendo 10% de sal de
Resazurina de sodio (Sigma). A absorbancia para o ensaio de LDH foi lida a 490 nm e para o
ensaio de reducdo de Resazurina de sodio foi lida a 570 e 600 nm, utilizando-se
espectrofotometro SPECTRA Max 190.
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Avaliacao da viabilidade intracelular de L. amazonensis

MDMO foram plaqueados na densidade de 1x10%/pogo e deixados overnight a 37°C e
5% COg, para total aderéncia. Posteriormente, as células foram infectadas com L. amazonensis
na propor¢do 10:1 (Leishmania:macrdfagos), por 4h. Em seguida, as culturas de macrofagos
foram lavadas 2x com salina, para remover 0s parasitos nédo internalizados, e tratados com o
EPP-AF® a diferentes concentragdes (25 - 3.12 ug/mL) por 48h, a 37°C a 5% de CO.. Meio
RPMI suplementado foi utilizado como controle. Ap6s o tempo de tratamento, o0 meio foi
trocado para 0 meio Schneider suplementado e as culturas celulares foram incubadas em estufa
B.O.D por 6 dias a 26°C. A contagem dos parasitos viaveis foi realizada por microscopia dptica
utilizando-se a Cémara de Neubauer. Em ensaio paralelo, MDMO foram plaqueados na
densidade de 3x10°/pogo sob laminulas de vidro, dispostas em placa de 24 pocos. Apos o
tempo de aderéncia, as células foram infectadas e tratadas como acima descrito.
Posteriormente, as laminulas foram coradas com hematoxilina e eosina para o calculo do indice
de infeccdo (porcentagem de células infectadas x nimero médio de amastigotas por célula),
determinado por contagens aleatorias de 200 células/campo em cada laminula de vidro sob

microscopia éptica.

Avaliacdo do efeito imunomodulatério do EPP-AF® em macréfagos infectados por

L. amazonensis

MDMO (5x10°/pogo) foram estimulados ou ndo com IFN-y (100 ng/mL) overnight e,
posteriormente, infectados com L. amazonensis por 4h. Apdés a infecgdo, a cultura foi lavada 3x
para remover 0s parasitos ndo internalizados e a estimulacdo de IFN-y foi reaplicada
juntamente com o EPP-AF® a 25ug/mL. Apos 48 horas de tratamento, os sobrenadantes foram
coletados e o extrato celular foi feito utilizando o tampé&o de lise RIPA (50 mM de Tris-HCI pH
7.4; 150 mM de NaCl; 1 mM de EDTA,; 1% de NP-40 e 0.25 % de Na-deoxicolato) acrescido
de inibidor de proteases (Thermo Fisher). Os sobrenadantes e extratos celulares foram

armazenados a -20°C para posterior analise.
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Avaliacao do efeito da inibi¢do das enzimas COX-2 e HO-1 em macrofagos infectados por

L. amazonensis e tratados com o EPP-AF®

A densidade de 1x10° de macrofagos foi infectada com L. amazonensis ou/e pré-tratada
com 1 uM do inibidor de COX-2, NS-398 (Cayman) ou 10 uM do inibidor da enzima HO-1,
SnPP (Sigma) por 1h. Posteriormente, as culturas de células foram tratadas com 25ug/mL do
EPP-AF® juntamente com os inibidores. Apds 48 horas de tratamento, os sobrenadantes de
cultura foram aspirados e 0 meio de cultura foi trocado pelo meio Schneider e incubado por seis
dias em estufa a 26°C. As promastigotas viaveis, recuperadas no sobrenadante das culturas,
foram contadas por microscopia optica de luz. Em ensaio semelhante, 3x10° de macrofagos
foram cultivados sob laminulas de vidro e, apds o tempo de tratamento, as laminulas foram
coletadas e coradas com H&E para determinacdo do nimero de amastigotas por célula e células
infectadas. Paralelamente, a densidade de 5x10° de macrofagos foi infectada e tratada,
conforme descrito acima, e 0s sobrenadantes foram recolhidos ap6s 48h de tratamento. O

extrato celular e os sobrenadantes foram coletados e armazenados para ensaio subsequente.

Avaliacédo da ativacédo da via ERK 1/2 em macrofagos infectados por L. amazonensis e
tratados com o EPP-AF®

MDMO (5x10°/pogo) foram infectados ou ndo com L. amazonensis por 4h. Apés a
infecgdo, a cultura foi lavada 3x para remover os parasitos ndo internalizados e aplicou-se o
tratamento com o EPP-AF® a 25ug/mL por 15, 30 e 45 min. Posteriormente, o extrato celular
foi feito utilizando o tampéo de lise RIPA (50 mM de Tris-HCI pH 7.4; 150 mM de NaCl; 1
mM de EDTA; 1% de NP-40 e 0.25 % de na-deoxicolato) acrescido de inibidor de proteases
(Thermo Fisher). Os extratos celulares foram armazenados a -20°C para posterior analise.
Paralelamente, a densidade de 5x10° de macréfagos foi infectada e tratada, conforme descrito
acima, e os sobrenadantes foram recolhidos ap6s 48h de tratamento. O extrato celular e os

sobrenadantes foram coletados e armazenados para ensaio subsequente.
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Avaliacdo do efeito imunomodulador do tratamento com EPP-AF® em macréfagos

infectados por L. amazonensis

A densidade de 5x10° de macrofagos foi primada overnight com IFN-y (100U/mL) e
infectada com L. amazonensis por 4h. Apos a infeccdo, a cultura foi lavada 3x para remover 0s
parasitos ndo internalizados e realizou-se o pré-tratamento com 50 uM do inibidor da via ERK
1/2, PD98059 por 1lh. Posteriormente, o estimulo de IFN-y foi reaplicado juntamente com
25pug/mL do EPP-AF® e o inibidor PD98059 por 48h. Macréfagos ndo estimulados foram
utilizados como controle. Finalmente, os sobrenadantes das culturas foram aspirados e

armazenados para posterior analise.

Ensaios de Griess, ELISA e Multiplex

A quantificacdo dos niveis de dxido nitrico foi realizada através da determinagdo dos
niveis de nitrito no sobrenadante fresco das culturas celulares, utilizando o método de Griess. A
presenca das citocinas IFN-y, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-1B, IL-4, IL-6, e TNF-a foi
determinada por ensaio multiplex, utilizando kit MILLIPLEX® baseado na tecnologia
Luminex® xMAP® (Merck) obtido comercialmente. Ja os niveis do mediador lipidico PGE:2
foram determinados empregando-se kits de ELISA (Cayman). Todos os procedimentos foram
realizados conforme instrugdes dos fabricantes. Os limites de deteccdo para os mediadores
foram estabelecidos pelo fabricante: NO (0.19 puM); IFN-y (1.5 pg/mL), IL-10 (5.6 pg/mL), IL-
12p70 (12.9 pg/mL), 1L-13 (32.1 pg/mL), IL-17 (18.6 pg/mL), IL-1B (3.3 pg/mL), IL-4 (0.4
pg/mL), IL-6 (3.3 pg/mL), TNF-a (1.3 pg/mL) e PGE2 (9.5 pg/mL).

Western Blot

A inducdo de COX-2, iNOS, HO-1, Arginase, ODC, ERK1/2 fosforilada e ERK 1/2
total foi determinada por western blotting. O extrato proteico de MDMO primados ou ndo com
IFN-v, infectados com L. amazonensis e tratados com o EPP-AF®, como acima relatado, foi
separado por SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de nitrocelulose, e entdo
incubados com anticorpos anti COX-2, iNOS, HO-1, Arginase 1, ODC, ERK1/2 fosforilada,
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ERK 1/2 total ou B-actina. As bandas foram detectadas usando um Image Quant LAS 4010 (GE

Healthcare). Andlise in vivo

Avalicdo do efeito do tratamento tépico com gel EPP-AF® em camundongos infectados

com L. amazonensis

Camundongos BALB/c, fémeas, 6-8 semanas de idade, foram obtidos do biotério do
IGM. Os camundongos foram desafiados com 10 uL de solucéo fisiologica contendo 10° de
promastigotas de L. amazonensis na derme da orelha esquerda, utilizando uma agulha de
calibre 30 G (BD Ultra-fine 11®). Trés semanas apés a infeccdo, os animais foram divididos
em 3 grupos experimentais com n=10: i) controle ndo tratado; ii) base do gel e iii) gel EPP-
AF®. O tratamento topico foi realizado aplicando diariamente, com auxilio de algoddo
odontolégico, quantidade de gel suficiente para cobrir a &rea da lesdo. O desenvolvimento das
lesbes foi acompanhado semanalmente, durante 12 semanas, utilizando um paquimetro

analogico (Kroeplin).

Avaliagdo do sinergismo entre o tratamento tépico com gel EPP-AF® e o Antimonial

pentavalente

Os animais foram infectados, como acima descrito, e divididos em cinco grupos
experimentais (com n= 15 animais/grupo): i) ndo tratado; ii) base do gel; iii) antimonial
pentavalente (Glucantime®) (50mg/Sb%/Kg/dia); iv) gel EPP-AF®; v) Glucantime® + gel
EPP-AF®. Os tratamentos foram realizados apds trés semanas de infecgdo. O tratamento topico
com propolis foi realizado conforme ja descrito, enquanto o tratamento com o antimonial
pentavalente foi realizado de forma intraperitoneal, 5x por semana por um periodo de cinco
semanas, de acordo com Celes e colaboradores (2016). O desenvolvimento das lesdes foi
acompanhado semanalmente, durante 10 semanas, utilizando um paquimetro analdgico

(Kroeplin).
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Determinacgdo da carga parasitaria dos camundongos infectados com L. amazonensis e
tratados com gel EPP-AF®

Ao término dos experimentos, a carga parasitaria foi quantificada por meio da técnica
de diluicdo limitante (TITUS et al., 985). As suspensdes de células do linfonodo de drenagem e
da orelha infectada foram preparadas assepticamente ap6s a eutanasia dos animais. Foram
feitas diluicOes seriadas das células, e estas foram distribuidas em placas de 96 pocos contendo
meio Schneider suplementado. A carga parasitaria foi determinada por meio da mais alta

diluicdo na qual o parasito foi capaz de crescer ap6s 2 semanas de incubacdo em estufa a 24°C.

Avaliagdo da resposta imune celular dos camundongos infectados com L. amazonensis e
tratados com gel EPP-AF®

A resposta imune celular dos camundongos infectados e tratados com o gel de propolis
verde EPP-AF® foi analisada no linfonodo de drenagem. As suspensdes de células do linfonodo
foram reestimuladas in vitro com promastigotas de L. amazonensis (proporcao 4:1) por 24h. Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados para analise posterior da producédo de citocinas e

mediadores lipidicos.

Avaliacdo do efeito imunomodulador in vivo de camundongos infectados com

L. amazonensis e tratados com gel EPP-AF®

Para a avaliacdo do efeito imunomodulador do gel EPP-AF®, o soro e as orelhas
infectadas foram coletados. A coleta de sangue dos animais foi realizada por puncdo cardiaca,
utilizando tubo sem anticoagulante. Apos a coleta, o0 sangue foi deixado em repouso por 6h a
temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugado e armazenado a -80°C. Em paralelo, as
orelhas infectadas de parte dos animais de cada grupo experimental foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente, o material coletado foi macerado em
cadinho com nitrogénio liquido e o macerado resultante foi solubilizado com tampédo de
extracdo proteica (T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent), acrescido de inibidores de

protease (todos da Thermo Fisher). Em seguida, o material foi centrifugado e o sobrenadante
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coletado e armazenado a -80°C. A producdo de citocinas e mediadores lipidicos foi analisada

conforme acima descrito.

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas utilizando
diferentes testes. Para multiplas comparacdes foi utilizado Kruskal-Wallis e para comparacgdes
entre dois grupos foi realizado o Teste de Mann-Whitney, com intervalo de confianca de 95%,
sendo os valores considerados estatisticamente significativos quando p < 0.05. As analises
foram realizadas utilizando o GraphPad V. 8.0 (Prism Software, EUA).

Delineamento experimental

Parte I: Avaliacdo do Extrato de Propolis verde EPP-AF® na infec¢do in vitro por

L. amazonensis

MDMO
(L) 4n
, L. amazonensis
Prépolis EPP-AF® P (10:1)
48h @ 4 o
® 9 - 1‘(( . . ..
®le \ . Efeito leishmanicida

( J

Contagem de promastigotas
viaveis ¢ indice de infec¢ao

_J  Efeito imunomodulatério
Luminex® ¢ Elisa

Vias de  sinalizacdo
celular

®
Citotoxicidade
Resazurina de
sodio e LDH

Parte 11: Avaliacdo do Gel de Prdpolis verde EPP-AF® em modelo experimental

Western Blot
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Parte |

Avaliacéo do efeito citotéxico do extrato de propolis verde EPP-AF®

O efeito citotoxico do extrato de propolis verde EPP-AF® foi avaliado em MDMO
empregando duas técnicas distintas: o ensaio de reducdo de Resazurina de sodio — ensaio
colorimétrico que tem por principio a reducdo intracelular da resazurina em resorufina, por
meio de enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial ou enzimas microssomais em células
viaveis, ou seja, € uma técnica baseada no metabolismo celular ((PRABST et al., 2017) - e 0
ensaio da liberacdo da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) — ensaio colorimétrico que avalia
a presenca da enzima citoplasmatica Lactato desidrogenase no meio extracelular em células que
sofreram danos na membrana plasmatica (KABAKOV; GABAI, 2018).

Apbs 48h de tratamento com o EPP-AF®, observou-se significativa redugéo > 90% na
viabilidade celular (*p < 0.05 e ***p< 0.0001) nas concentra¢des superiores a 100 pg/mL
(Figura 5A). Maior liberacdo da enzima LDH também foi observado nas culturas de células
tratadas com concentra¢fes superiores a 50 pg/mL (*p < 0.05), o que sugere dano na

membrana celular (Figura 5B). Resultados semelhantes foram obtidos empregando diferentes
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tipos celulares tratados com extratos de prépolis de diferentes regides geogréaficas. Bueno-Silva
e colaboradores (2015) observaram, apds tratamento de 48h com extrato de prépolis vermelha
brasileira, reducdo significativa na viabilidade de macrofagos RAW 264.7 a partir de 80
pug/mL. Similarmente, ensaios com linhagens de fibroblastos demonstraram significativa
citotoxicidade em concentracdes superiores a 80 ug/mL de propolis verde brasileira (SUREK
et al., 2021) e a partir de 100 pug/mL para prépolis polonesa (WEZGOWIEC et al., 2020). Além
disso, significativa reducdo na viabilidade de células epiteliais foi observada a partir de 60
ug/mL de extrato de propolis oriundo da Maldsia (MOHAMED et al., 2020).

De uma forma geral, a propolis apresenta moderada a baixa citotoxicidade na maioria
dos trabalhos cientificos. Entretanto, deve-se considerar que diferentes tipos de prépolis, bem
como diferentes métodos de extracdo e solventes utilizados nesse processo e diferentes
linhagens celulares empregados, podem levar as variacdes nesses achados. Além do mais, neste
trabalho, utilizamos um Extrato de Propolis Padronizado (EPP-AF®), cuja composi¢do quimica
e efeitos bioldgicos sdo reprodutiveis lote a lote, tornando-o distinto dos demais extratos de
propolis.

A partir desses resultados, estabeleceu-se a concentragéo abaixo de 25 ug/mL como

segura para a realizacdo dos demais ensaios.
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Figura 5: Citotoxicidade do extrato de propolis verde EPP-AF®. MDMO foram tratados com diferentes
concentragdes de EPP-AF® (200 - 3.12 pg/mL) por 48h e a citotoxicidade foi demonstrada por ensaio de (A)
Resazurina de sodio e (B) LDH total liberado apds 48h de tratamento. Barras representam +SD de um experimento
realizado em quintuplicata, representativo de quatro experimentos independentes. Teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparages (*p < 0.05, **p< 0.01 e ***p< 0.0001).

Avaliacéo do efeito leishmanicida do extrato de prépolis verde EPP-AF® na infeccéo in

vitro por L. amazonenses

A acdo leishmanicida da prépolis ja vem sendo demonstrada pela comunidade cientifica
(CAVALCANTE et al.,, 2021; DEVEQUI-NUNES et al.,, 2018; REGUEIRA-NETO et al.,
2018). Em trabalhos anteriores, nosso grupo demonstrou a capacidade de trés extratos de
propolis verde EPP-AF® em reduzir a viabilidade das formas promastigotas axénicas e
amastigotas intracelulares de L. braziliensis, no qual o extrato glicolico de prépolis verde
mostrou-se mais potente (REBOUCAS-SILVA et al, 2017). Dessa forma, no atual estudo,
avaliamos mais profundamente o efeito leishmanicida do EPP-AF® frente a infeccdo in vitro e
in vivo por L. amazonensis, espécie relacionada com resposta imune voltada para a producéo de
mediadores inflamatdrios envolvidas com a resposta do tipo Th2, bem como a les6es crénicas,
necréticas e altamente parasitadas em modelos murinos de LC (ARANDA-SOUZA et al.,
2018; DE ARAUJO et al., 2014).

Assim, MDMO foram infectados com L. amazonensis e tratados por 48h com diferentes
concentragdes do EPP-AF® (25 - 3.12 pug/mL). Apos seis dias de troca de meio, a contagem de
promastigotas viaveis recuperadas no sobrenadantes das culturas celulares revelou uma reducgéo
significativa de aproximadamente 89% no numero de promastigotas viaveis (p< 0.01) (Figura
6A), bem como uma reducdo de 79% no indice de infeccdo de MDMO tratados com 25 pg/mL
do extrato EPP-AF® (p< 0.05) (Figura 6B). As fotografias representativas mostram macréfagos
intensamente infectados nas culturas tratadas apenas com meio de cultura, enquanto uma
reducdo de amastigotas por célula e células infectadas é observado nas culturas expostas ao
extrato EPP-AF® a 25 pg/mL (Figura 6C).
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Figura 6: Efeito leishmanicida in vitro do extrato de prépolis verde EPP-AF® na infeccdo por L.
amazonensis. MDMO foram infectados com L.amazonensis e tratados com diferentes concentragdes do extrato de
propolis verde EPP-AF® (25 - 3.12 pg/mL), conforme descrito em Materias e Métodos. (A) Contagem de
parasitos viaveis recuperados nos sobrenadantes das culturas celulares ap6s 6 dias de troca de meio. (B) indice de
infeccdo de MDMO ap6s 48h de tratamento com o extrato glicolico de propolis verde a 25ug/mL. (C) Fotografias
representativas das culturas celulares coradas com H&E e em aumento de 40x. Barras representam +SD de um
experimento realizado em quintuplicata, representativo de trés experimentos independentes. Teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparagdes e test t de Student foi utilizado para
comparar duas condicdes (*p < 0.05 e **p< 0.01).

Efeito do extrato de prépolis verde EPP-AF® na expressdo da enzima HO-1 em

macrofagos infectados por L. amazonenses

A enzima heme oxigenase 1 (HO-1) é uma proteina de resposta ao estresse celular cuja
inducdo é capaz de conferir citoprotecdo através de efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e
antiapoptético (OTTERBEIN et al., 2003). Em relagéo a leishmaniose, estudos mostram que a
inducdo de HO-1 estd associada a sobrevivéncia do parasito e a reducdo da resisténcia a

infeccdo por Leishmania sp, através da inibicdo de importantes mediadores microbicidas, como
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6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs) e TNF-a (LUZ et al., 2012; MALTA-
SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2020).

Levando em consideragdo as propriedades antioxidante e anti-inflamatoria ja descritas
para diversos tipos de propolis, neste trabalho, avaliamos a capacidade do extrato de prépolis
verde EPP-AF® em induzir HO-1 por células infectadas por Leishmania amazonensis. As
analises de western blotting mostraram que o tratamento com EPP-AF® foi capaz de induzir a
expressdo da enzima HO-1 por macrdfagos infectados ou ndo com L. amazonensis (Figura 7A).
A fim de confirmar a inducdo de HO-1 observada no ensaio de western blotting, macréfagos
infectados foram previamente tratados com o inibidor da HO-1, estanho protoporfirina 1X
(SNPP), e posteriormente tratados ou ndo com o EPP-AF® a 25 pg/mL. A contagem do ndimero
de promastigotas viaveis, recuperadas no sobrenadante das culturas celulares previamente
expostas ao inibidor SnPP, corrobora com a ja descrita acdo da HO-1 sobre a manutencdo da
sobrevivéncia do parasito intracelular. Assim, células expostas ao inibidor SnPP apresentaram
significativa redugdo do nimero de promastigotas viaveis (p < 0.05). Ademais, na presenca do
EPP-AF®, o efeito leishmanicida da inibicdo da atividade da HO-1 pelo SnPP é completamente
revertido (p < 0.05), sem, contudo, apresentar diferenca estatistica em relacdo as células
tratadas apenas com o EPP-AF® (Figura 7B).

Embora varios trabalhos venham demonstrando de forma concisa que a inducao de HO-
1 esta associada a sobrevivéncia de parasitos Leishmania, estudos com extratos ou compostos
naturais que apresentam atividade leishmanicida demonstram a capacidade desses compostos
em induzir a expressdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), um fator de
transcricdo responsavel pela regulacdo do equilibrio redox celular do hospedeiro, bem como
maior expressdo de HO-1. Maiores niveis de Nrf2 e HO-1 levaria a uma maior expressdo da
proteina de armazenamento de ferro, a ferritina, a qual se ligaria ao ferro labil (importante
nutriente para o metabolismo e sobrevivéncia de parasitos intracelulares), reduzindo assim sua
disponibilidade em macro6fagos infectados (CATANEO et al., 2019; MIRANDA-SAPLA et al.,
2019; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). Assim, a modulagdo dos niveis de ferro
disponiveis para o parasito, pode ser um potencial mecanismo de eliminag&o de Leishmania por
estes compostos naturais.

Dessa forma, os resultados sugerem que o extrato de propolis verde EPP-AF® induz a
expressdo de HO-1 por macréfagos infectados ou ndo por L. amazonensis, sem, contudo,

favorecer a sobrevivéncia intracelular do parasito.
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Figura 7: Extrato de prépolis verde EPP-AF® induz expressdo de HO-1 em macrdfagos infectados por
L. amazonensis. MDMO foram infectados com L. amazonensis e tratados com o extrato de prdpolis verde EPP-
AF® a 25 pg/mL, conforme descrito em Materiais e Métodos. Apds 48h de tratamento, o extrato celular foi
coletado para avaliar por western blotting os niveis proteicos de (A) HO-1. Anticorpo anti-p-Actina foi utilizado
como controle enddgeno. Em ensaio paralelo, apds 48h de tratamento, o meio de cultura foi trocado por Schneider
e a (B) contagem de promastigotas viaveis na presenca ou ndao do inibidor da heme oxigenase estanho
protoporfirina (SnPP) e/ou prépolis foi realizada apds 6 dias de troca de meio. Barras representam +SD de um
experimento realizado em quintuplicata, representativo de trés experimentos independentes. Teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparacdes e o teste de Mann-Whitney para
comparar dois grupos (*p < 0.05). La: Leishmania amazonensis; NE: N&o Estimulado e EPP-AF®: Extrato de
propolis verde a 25 pg/mL.

Efeito do extrato de prépolis verde EPP-AF® na expressdo das enzimas arginase I, ODC,
INOS e COX-2, e na producdo de mediadores NO e PGE, em macrofagos infectados por

L. amazonensis

A arginase | é uma enzima que, na presenca das citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B,
catalisa 0 aminoacido L-arginina em ureia e L-ornitina, o substrato usado pela enzima ornitina
descarboxilase (ODC) para produzir poliaminas (DA SILVA; FLOETER-WINTER, 2014).
Estudos mostram a associacdo entre a expressdo de arginase | e das poliaminas com a
replicacdo e favorecimento da sobrevivéncia do parasito Leishmania, relacionando-se a
diferentes formas clinicas da Leishmaniose Cutanea (FRANCA-COSTA et al., 2015; MALTA-
SANTOS et al., 2020). Assim, a inibicdo dessas vias tornou-se importante alvo terapéutico para
tratamento da Leishmaniose (GARCIA et al., 2021; MAQUIAVELI et al., 2017). Contudo, a

L-arginina também é o precursor para a sintese de 6xido nitrico (NO), um importante mediador
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microbicida. Dessa forma, a enzima iNOS, induzida em macréfagos por endotoxinas e
citocinas inflamatorias, como IFN-y, TNFa e 1L-12, compete com a arginase | pela L-arginina,
0 que, além de constituir uma importante regulacdo para a atividade da iNOS, € utilizada como
mecanismo de evasdo da resposta imune pelo parasito Leishmania (DA SILVA; FLOETER-
WINTER, 2014).

Neste estudo, nossos dados preliminares indicam que o tratamento in vitro com o EPP-
AF® ndo possui efeito sobre a expressdo de ambas as enzimas arginase | e ODC (Figura 8A).
Além disso, o tratamento com o EPP-AF® apenas mostrou-se capaz de modular a expressdo da
enzima iNOS quando na presenca de lipopolissacarideo (LPS), condi¢do na qual reduz a
expressdo desta enzima (Figura 8B). Por outro lado, o tratamento com o EPP-AF® reduziu de
forma significativa os niveis de nitrito tanto por células nao infectadas e expostas ao LPS,
quanto por células ndo infectadas e primadas com IFN-y ou ainda por células infectadas com L.
amazonensis (p < 0.01) (Figura 8C). De fato, estudos ja mostram a capacidade de diferentes
extratos de propolis e seus componentes majoritarios em reduzir os niveis de NO em diversos
modelos inflamatorios, como na presenca de LPS, ou em células irradiadas por raios
ultravioletas B ou ainda em células oriundas de pacientes celiacos (ALANAZI et al., 2020;
MEDJEBER et al., 2018; YOSHINO et al., 2021).

Esse bloco de resultados sugere que a agdo leishmanicida do extrato de prépolis verde
EPP-AF® ndo esta relacionada a modulagdo da via iNOS / NO. Contudo, mais investigagGes

devem ser realizadas para esclarecer a atividade dessas enzimas nesse contexto.
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Figura 8: Tratamento com extrato de Prépolis verde EPP-AF® modula a via das enzimas iNOS e COX-2,
sem impacto na via da argina 1. MDMO foram infectados com L. amazonensis e tratados com o extrato de
propolis verde EPP-AF® a 25 pg/mL, conforme descrito em Materiais e Métodos. Apds 48h de tratamento, o
extrato celular foi coletado para avaliar por Western Blotting os niveis proteicos das enzimas (A) Arginase e
ornitina descarboxilase (ODC), (B) iNOS e COX-2. Anticorpo anti-B-Actina foi utilizado como controle
endogeno. Os niveis de (C) nitrito e (E) PGE; foram quantificados no sobrenadante das culturas celulares. Em
ensaio paralelo, o meio de cultura foi trocado por meio Schneider ap6s 48h de tratamento e a (D) contagem das
promastigotas viaveis na presenca ou ndo do inibidor da COX-2 (NS-398) e/ou prépolis EPP-AF® foi realizada
apos seis dias. Barras representam +SD de um experimento realizado em quintuplicata, representativo de trés ou
um experimentos independentes. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para
multiplas comparagdes (*p < 0.05 e **p < 0.01; #p < 0.05 na comparacdo da condi¢do ndo infectado (barra cinza
claro) versus infectado (barra preta) e “p < 0.05 na comparacdo da condicdo exposta ao NS398 versus célula
infectada dos niveis de PGE; (D). Os limites de detec¢cdo de cada mediador foram definidos em Materiais e
Métodos. La: Leishmania amazonensis; NE: Ndo Estimulado; NI: Nao Infectado e EPP-AF®: Extrato de prépolis
verde a 25 pg/mL.

Ademais, evidéncias sugerem que a ativacao de iNOS e a consequente producdo de NO
pode ser regulada pela producédo da Prostaglandina E2 (PGE2) por macréfagos infectados por
Leishmania sp (VENTURIN et al., 2020). A PGEz é um mediador lipidico biossintetizado a
partir da ativacdo da enzima COX-2 por estimulos inflamatérios, como a presenca de LPS, ou
citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-2, ou ainda por horménios e fatores de crescimento (LEES et
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al., 2022; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). Esse mediador lipidico possui diversas
funcdes bioldgicas, e no contexto de leishmaniose, esta associado a sobrevivéncia do parasito
(LONARDONI et al., 1994; VENTURIN et al., 2020). Assim, investigamos o papel da COX-2
/ PGE2 no tratamento in vitro com o extrato EPP-AF® em células infectadas com
L. amazonensis. As analises por western blotting mostraram que o EPP-AF® foi capaz de
aumentar a expressdo da enzima COX-2 tanto em células ndo infectadas quanto em células
infectadas com L. amazonensis (Figura 8B). Ademais, o tratamento de macrdfagos infectados
por L. amazonensis com NS398, inibidor seletivo da atividade da COX-2, reduziu de forma
significativa o nimero de promastigotas viaveis recuperadas no sobrenadante das culturas
celulares (p < 0.01) (Figura 8D). Entretanto, ao adicionar o EPP-AF® as culturas previamente
incubadas com NS398, o efeito do inibidor é revertido (p < 0.05). Nossos resultados
corroboram com o observado por Araudjo-Santos e colaboradores (2014) sobre o efeito da
inibicdo farmacoldgica de COX-2 pelo NS398 na infeccéo in vivo por L. infantum, condi¢éo na
qual houve reducdo da carga parasitaria.

Apesar dos indicios de que 0 EPP-AF® induz a expressdo de COX-2 in vitro, ao analisar
os niveis da PGEz, observamos que o tratamento com o EPP-AF® reduz significativamente os
niveis desse mediador, tanto por células ndo infectadas e expostas ao LPS, quanto por células
nédo infectadas e primadas com IFN-y ou ainda por celulas infectadas com L. amazonensis (p <
0.01). Interessantemente, o tratamento de células infectadas com o extrato de prépolis parece
potencializar a acdo do inibidor NS398 na reducédo dos niveis de PGE2 (p < 0.01) (Figura 8E).
Esses dados sugerem que, apesar do EPP-AF® induzir maior expressdo de COX-2, a atividade
desta enzima parece estar inibida, dado a capacidade do EPP-AF® em reduzir os niveis de PGE:
e potencializar o efeito do inibidor NS398 na reducdo dos niveis desse mediador lipidico.
Analises in silico demonstraram a capacidade de um extrato de prdpolis uruguaia ou de seus
principais compostos fenolicos em inibir as enzimas COX-1 e COX-2 (PAULINO et al., 2016),
enquanto reducdo dos niveis de PGE:2 foi observado nos sobrenadantes de macrofagos expostos
ao LPS ou ao acido araquiddnico e tratados com prépolis (ROSSI et al., 2002). Assim, sdo
necessarias mais avaliagbes sobre o efeito do inibidor NS398 na infecgdo in vitro por
L. amazonensis e o possivel efeito antagonista da propolis EPP-AF® nesse contexto.

De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia e efeito do
tratamento com extrato de prdpolis na expressdo das enzimas arginase | e ODC, além da

producdo da PGE2 na infeccdo por Leishmania. Assim, enquanto o tratamento com EPP-AF®
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em macrofagos infectados por L. amazonensis parece ndo influenciar a expressdo das enzimas
arginase 1e ODC, por outro lado, mostra-se capaz de modular a expresséo e atividade da iNOS

e COX-2, assim como reduzir os niveis de NO e PGEx.

Efeito imunomodulador do extrato de propolis verde EPP-AF® na infeccdo de in vitro por

L. amazonensis

O efeito do extrato de propolis verde EPP-AF® sobre a producdo de citocinas foi
avaliado no sobrenadante de macréfagos primados com IFN-y e infectados ou ndo com L.
amazonensis. Neste estudo, o EPP-AF® aumentou de forma significativa os niveis de TNF-a,
ao passo que reduziu de forma significativa a producdo da citocina inflamatéria I1L-1B
produzidos por células infectadas com L. amazonensis (Figuras 9A e 9B, respectivamente).
Nenhuma diferenca estatistica foi observada para a producdo de IL-6 (Figura 9C), IL-12p70
(Figura 9D) e IL-10 (Figura 9E) por macrofagos infectados e tratados com propolis. Ademais,
o extrato de propolis verde EPP-AF® também se mostrou capaz de modular o perfil de
producdo de citocinas por macrofagos ndo infectados e expostos ao LPS, ao reduzir os niveis
das citocinas inflamatdrias 1L-1p (Figura 9B) e IL-6 (Figura 9C), além de aumentar a producao
da citocina regulatdria I1L-10 (Figura 9E).

A Leishmaniose Cuténea é caracterizada por um intenso e descontrolado processo
inflamatdrio, o que, além de ndo eliminar completamente o parasito, leva a destruicdo tecidual.
A eliminacdo de parasitos Leishmania e o controle da progressdao da doenca dependem do
delicado equilibrio entre as respostas inflamatéria e anti-inflamatéria. Uma resposta Thl
sustentada, caracterizada pela presenca de mediadores pro-inflamatérios 1L-12, 1L-2, IFN-y,
TNF-a, NO e EROs, além da modulacdo de mediadores anti-inflamatérias, como IL-4, 1L-10,
TGF-B e PGs, e mediadores lipidicos pré-resolucdo (resolvinas, lipoxinas, protectinas e
maresinas), promovem a ativacdo dos macrdfagos, com consequente controle da carga
parasitéria, e ativam processos de resolucdo da inflamacéo e reparo tecidual, levando a cura
clinica (ABDOLI et al., 2017; BUCKLEY et al., 2014).

Este estudo corrobora com a literatura cientifica acerca do efeito imunomodulador da
prépolis (CONTE et al., 2021; DA SILVA et al., 2016; DOS SANTOS THOMAZELLI et al.,
2017; TOUZANI et al., 2019), o qual foi aqui demonstrado em diferentes contextos

inflamatorios. A modulacdo de TNF-a pode representar um potencial via de controle do
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parasito intracelular exercido pelo EPP-AF®, uma vez que esta citocina desempenha um
importante papel no controle da infeccdo por Leishmania, sendo capaz de influenciar o
desfecho clinico (RODRIGUES et al., 2021; TARAGHIAN et al., 2021).
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Figura 9: Efeito imunomodulador in vitro do extrato de prépolis verde EPP-AF®. MDMO, previamente
primados overnight como 100U/mL de IFN-y, foram expostos ao LPS (50 pg/mL) ou infectados com L.
amazonensis e tratados com o extrato de prépolis verde EPP-AF® a 25 pg/mL. Apds 48 h de tratamento, os
sobrenadantes foram coletados e os niveis das citocinas (A) TNF-a; (B) IL-1p; (C) IL-6; (D) IL-12p70 e (E) IL-10
foram avaliados por ensaio multiplex, conforme descrito em Materiais e Métodos. Barras representam +SD de um
experimento realizado em quintuplicata. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para
multiplas comparacdes e o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois grupos (*p < 0.05 e **p< 0.01 e #p
< 0.05 #p < 0.01 na comparagéo da condigdo ndo infectado (barra cinza escuro) versus infectado (barra preta) dos
niveis de d TNF-a (A) e IL-1p (B). Os limites de detec¢do de cada mediador foram definidos em Materiais e

Métodos.
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Ativacdo da via ERK 1/2 em macrofagos infectados por L. amazonensis e tratados com o
extrato de propolis verde EPP-AF®

As quinases 1/2 reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2) pertencem a familia da
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). ERK 1/2 regulam a sinalizacdo celular
envolvida em processos celulares basicos, como proliferagdo e diferenciacdo celular, em
condi¢des normais e patologicas (GUO et al., 2020). Nossos achados sugerem que o tratamento
com o extrato de propolis verde EPP-AF® é capaz de ativar a via ERK 1/2 em macréfagos
infectados ou ndo com L. amazonensis, ja apds 15 min de tratamento. Apds 30 minutos de
tratamento, s6 é possivel detectar a expressao de ERK 1/2 fosforilada na infeccdo por
L. amazonensis, na presenca ou ndo do EPP-AF®, mantendo-se estavel até 45 min pds-
tratamento (Figura 10A). Estudos mostram a capacidade da Leishmania amazonensis em
manipular a fosforilacgho de ERK 1/2 do hospedeiro e, assim, promover sua prépria
sobrevivéncia (BOGGIATTO et al., 2009, 2014; YANG et al., 2007).

Posteriormente, avaliamos se a inibicdo farmacologica de ERK 1/2, com o inibidor
PD98059, ¢ capaz de influenciar nos niveis de citocinas e mediadores inflamatorios produzidos
por macréfagos apds tratamento com o EPP-AF®. Na presenca do inibidor PD98059, observou-
se reducdo estatisticamente significativa dos niveis de TNF-a (p < 0.05) nas células infectados
por L. amazonensis e tratadas com o EPP-AF® (Figura 10B). Uma vez que o tratamento com o
EPP-AF® em células infectadas mostrou-se capaz de aumentar significativamente os niveis de
TNF-a (Figuras 9A), os dados de mensuracgdo desta citocina na presencga do inibidor de ERK
1/2 ¢ interessante e abre perspectiva para mais avaliagdes. Ademais, evidéncias sugerem que
ERK 1/2 desempenham um papel importante na regulacdo da producdo de citocinas, como
TNF-a, por mecanismos transcricionais e pos-transcricionais, além de sua associacdo com a
inducdo de Nrf2, que pode induzir a expressdo de genes antioxidantes, como a enzima HO-1
(DE MENEZES et al., 2019; HOFFMEYER et al., 1999; RUTAULT et al., 2001; SABIO;
DAVIS, 2014). Ademais, a inducao da expressao de COX-2 foi associada a via de sinalizacao
ERK 1/2 em células estromais de endometriose humana, bem como em cancer de células
colorretais (ELDER et al., 2002; HUANG et al., 2013). Assim, a via ERK 1/2 pode estar
envolvida no aumento da expressdo de COX-2 e HO-1 por células tratadas com o EPP-AF®.
Dessa forma, avaliamos se a prévia inibicdo da via ERK 1/2 também exerceria influéncia no

efeito leishmanicida do EPP-AF®. Como mostrado na Figura 10C, nenhuma diferenca
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estatistica foi observada na reducdo do indice de infeccdo das culturas celulares tratadas apenas
com o EPP-AF® quando comparada ao mesmo tratamento na presenca do inibidor PD98059.
Nossos dados sugerem que o tratamento in vitro com o EPP-AF® ativa a via ERK 1/2,
que por sua vez parece estar associada & producdo de TNF-a por macrofagos infectados por
L. amazonensis e tratados com o EPP-AF®, sem, contudo, apresentar relevancia na reducéo da
viabilidade intracelular de L. amazonensis. Neste contexto, o papel de TNF-a no efeito

leishmanicida do extrato de prdpolis verde EPP-AF® necessita ser melhor investigado

15 min 30 min 45 min
o - o
< U <
~ > X ~ P X ~ >
& < v N RS S D AN
- — - &
—— -
— —- i S s DERK
- — -

I.-’.--“ Total ERK

*
*
150+
250 H l *
9 1001 —
- *
- 200 ++ & s0- *
E - £ a
\g 150 £ J
\d— % 1.0 *
v 1004 [
L L *k
- J
it'al [ s
0- T T - 0.0~ T T
IFN-y t+ o+ o+ o+ o+ La125 + + + +
La 125 . - - ; + : + ': EPP-AF® - + - +
EPP-AF™ - - - - PD - + +
PD - - - - . + +

Figura 10: Tratamento com extrato de prépolis verde EPP-AF® ativa ERK 1/2 em macréfagos. MDMO
foram infectados ou ndo com L. amazonensis e tratados com o extrato de propolis verde EPP-AF® a 25 pg/mL
por 15, 30 ou 45 min. Apds cada tempo de tratamento, os extratos celulares foram coletados e analisados por
Western Blotting para a avaliacdo dos niveis proteicos de (A) ERK 1/2 fosforilado (pERK) e total (Total ERK).
Anticorpo anti-B-Actina foi utilizado como controle enddgeno. (B) Niveis de TNF-o e (C) indice de infeccao
obtidos sob as mesmas condic@es, conforme descrito em Materiais e Métodos. Barras representam SD de um
experimento realizado em quintuplicata. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados
para multiplas comparac0es e o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois grupos (*p < 0.05 e **p<
0.01 e *p < 0.05 na comparacéo da condicdo ndo infectado (barra cinza escuro) versus infectado (barra preta) dos
niveis de de TNF-a (C). La: Leishmania amazonensis; NE: Ndo Estimulado; PD: PD98059 e EPP-AF®: Extrato
de propolis verde a 25 pg/mL.
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Conclusédo Parte |

Demonstramos aqui o potencial leishmanicida e imunomodulador do extrato de prépolis
verde EPP-AF® em macréfagos infectados por L. amazonensis. O tratamento in vitro com o
EPP-AF® foi capaz de modular a producdo de mediadores em diferentes contextos
inflamatdrios, bem como ativar a via de sinalizacdo celular ERK 1/2. A habilidade do extrato
de propolis em reduzir mediadores inflamatorios como NO e IL-1p, além de reduzir os niveis
de PGE: (associada ao favorecimento da infec¢do), ao passo que aumenta a expressao da
enzima antioxidante HO-1 e os niveis da citocina inflamatéria TNF-a (importante no controle
da carga parasitaria), sugere seu potencial em orquestrar uma resposta imune inata efetora e
equilibrada, interessante para o tratamento da Leishmaniose Cutanea, condi¢do associada a

intenso processo inflamatério. A Figura 11 sumariza os principais achados.
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Figura 11: Efeito imunomodulador do extrato glicolico de Proépolis verde EPP-AF® em macrofagos
infectados por L. amazonensis. O tratamento com o extrato glicolico de prépolis verde EPP-AF® em células
infectadas com L. amazonensis leva a fosforilagdo de ERK 1/ 2, que foi, em parte, associado a producéo de TNF-
a. Contudo, o papel da citocina TNF-a no efeito leishmanicida da propolis ndo foi esclarecido. Por outro lado, o
tratamento com propolis foi capaz de reduzir os niveis de NO, PGE; e IL-1p, por mecanismos ndo esclarecidos.
Ademais, 0 aumento da producdo de HO-1 também foi observado. O efeito da prépolis sobre a ativacdo de Nrf2,
neste contexto, ndo foi investigado. Finalmente, o efeito leishmanicida da prépolis verde EPP-AF® em células
infectadas também pode ser associado a um efeito direto no parasito intracelular.
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Parte 11

Avaliacdo do tratamento tépico com gel de proépolis verde EPP-AF® na infeccdo de

camundongos com L. amazonensis

Devido aos resultados promissores obtidos in vitro, realizou-se a avaliacdo da eficacia
do tratamento topico com gel de prépolis verde, proveniente do mesmo extrato glicolico EPP-
AF® utilizado nas avaliagdes in vitro, em modelo experimental de infecgdo por L. amazonensis.
Assim, camundongos BALB/c foram inoculados na derme da orelha com promastigotas de
L. amazonensis em fase infectiva e, ap0s trés semanas, tratados diariamente de forma tépica
com gel EPP-AF® a 3.6% (p / v). Ap0s sete semanas de tratamento (décima semana pds
infeccdo), observou-se que o tratamento com EPP-AF® foi capaz de reduzir de forma
significativa o tamanho da les&o dos animais (p < 0.05 e p < 0.01), como demonstrado através
da curva de progressado da lesao (Figura 12A) e pelo calculo da area sobre a curva (Figura 12C).
As fotografias representativas das orelhas infectadas de cada grupo experimental (Figura 12B)
mostram que os animais tratados com o gel EPP-AF® apresentaram reducdo do edema e menor
area de ulceracdo. Contudo, ndo foi observado nenhum efeito na reducéo das cargas parasitarias
da orelha (sitio de infecgéo e tratamento) bem como do linfonodo drenante (Figuras 12D e 12E,
respectivamente). Como ja esperado, a Base do gel (gel sem adicdo de EPP-AF®), utilizado
aqui como controle de veiculo farmacéutico, ndo apresentou efeito sobre o tamanho da lesdo
(Figura 12).
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Figura 12: Efeito in vivo do tratamento tépico com gel de propolis verde EPP-AF® na infecgéo por L.
amazonensis Camundongos BABL/c foram infectados na derme da orelha com promastigotas metaciclicas de
L.amazonensis e tratados diariamente com gel de propolis verde EPP-AF®, conforme descrito em Materiais e
Métodos. O desenvolvimento da lesdo (A) foi avaliado semanalmente utilizando paquimetro analdgico. Ao final da
122 semana de infecgdo, os animais foram eutanasiados e as orelhas fotografadas (B). Em (C) é mostrada a analise
da area sob a curva do desenvolvimento da lesdo. As cargas parasitarias (D) da orelha e do (E) linfonodo drenante
foram avaliadas por diluicdo limitante. Barras representam +SEM de um experimento representativo de trés,
utilizando 12 animais por grupo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para
multiplas comparagdes (*p < 0.05 e **p< 0.01). EPP-AF®: Extrato de préopolis verde.

A infeccdo de camundongos BALB/c por L. amazonensis é caracterizada pelo
desenvolvimento de lesbes progressivas e cronicas, altamente inflamatorias e parasitadas (DE
OLIVEIRA & BARRAL-NETO, 2005). Devido ao perfil suscetivel desta linhagem de
camundongo a infeccdo por L. amazonensis, esta torna-se interessante para estudos de eficacia

de novos candidatos a terapéutica da Leishmaniose Cutanea.

Nesse contexto, diferentes vias de administracdo de propolis ja foram avaliadas em
modelo experimental de infec¢do por Leishmania. Miranda e colaboradores (2015) obtiveram

sucesso no tratamento de lesbes em camundongos causadas por L. amazonensis utilizando
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prépolis de forma oral ou em associacdo com um doador de 6xido nitrico. Ainda, a combinacgao
das vias de administracdo oral e tdpica de prdpolis apresentou aumento da eficacia na reducgéo
das lesdes causadas por L. braziliensis em camundongos BALB/c, obtendo melhor éxito que o
tratamento com antimoniato de meglumina (PONTIN et al., 2008). Considerando que o extrato
de proépolis livre é comumente empregado nas avaliagbes em modelo experimental de
leishmaniose, utilizar preparagdes farmacéuticas que oferecem maior estabilidade, ou com
sistema de liberacdo controlado, ou ainda aumente a biodisponibilidade do composto
vinculado, representa uma grande vantagem terapéutica. Aqui, utilizamos com sucesso um gel
de carbopol 940 (polimero de poliacrilato reticulado de carater aniénico, empregado como
espessante), contendo extrato glicolico de propolis verde EPP-AF® a 3.6% (p / v) e com perfil
de liberacdo gradual e prolongada de seus ativos, como uma formulagéo de propolis para teste
pré-clinico em modelo de Leishmaniose Cutanea causada por L. amazonensis. O gel carbopol
de EPP-AF® ja foi empregado com sucesso em modelo pré-clinico de infecgdo vulvovaginal,
apresentando agdo antifingica semelhante ao CMED e de clotrimazol e sem evidéncias de

quaisquer sinais de inflamacdo nas mucosas avaliadas (BERRETTA et al., 2013).

Avaliacdo da eficacia da associacdo do tratamento com gel de proépolis verde EPP-AF®

verde com o antimoniato de meglumina na infecgdo de camundongos com L. amazonensis

Uma vez demonstrada a eficacia do tratamento com o gel de prdpolis verde EPP-AF®
na reducdo do tamanho de lesdo de animais infectados com L. amazonensis, realizou-se novo
ensaio pré-clinico para avaliar a eficicia da associagdo do tratamento com gel EPP-AF® com o
antimoniato de meglumina (Sh®*), comercialmente disponivel no Brasil como Glucantime®,
medicamento de primeira escolha para tratamento das Leishmanioses. O acompanhamento
semanal do desenvolvimento das lesdes mostrou a eficacia do tratamento combinado do gel
EPP-AF® com o antimoniato de meglumina (EPP-AF® + Sb°") em reduzir de forma
significativa as lesGes dos animais a partir da sexta semana pos infeccdo (terceira semana de
tratamento) (p < 0.05, p < 0.01 e p < 0.001) (Figura 13A). Por outro lado, o tratamento apenas
com o antimoniato de meglumina (Sb°") ndo apresentou diferenca estatistica na reducgdo da
lesdo dos camundongos. Nesse contexto, o grupo experimental tratado apenas com o gel EPP-
AF® (EPP-AF®) apresentou pequena, porém estatisticamente significativa, reducdo do tamanho

da lesdo na décima semana pos-infeccdo (sétima semana de tratamento) (p < 0.05),
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corroborando ao observado anteriormente (Figura 12A). O controle ndo tratado foi realizado
utilizando-se a Base do gel (gel sem adicdo EPP-AF®) no mesmo esquema terapéutico dos
demais tratamentos, uma vez que se mostrou inerte na avaliacdo anterior (Figura 12). As
fotografias representativas das orelhas infectadas de cada grupo experimental (Figura 13B)
mostram que os animais tratados com todos os esquemas terapéuticos apresentaram algum grau
de reducdo do edema e/ou menor extensdo de areas ulceradas em relagéo ao grupo experimental
que recebeu apenas o tratamento com a Base. Mais uma vez, nenhum tratamento foi capaz de
reduzir a carga parasitaria da orelha nem do linfonodo drenante (Figura 13D e 13E,

respectivamente).
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Figura 13: Efeito sinergistico do tratamento topico com gel de prépolis verde EPP-AF® em associagdo com
antimoniato de meglumina na infeccéo in vivo por L. amazonensis Camundongos BABL/c foram infectados na
derme da orelha com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis e tratados diariamente com gel de propolis
verde EPP-AF®, conforme descrito em Materiais e Métodos. O desenvolvimento da lesdo (A) foi avaliado
semanalmente utilizando paquimetro analégico. Ao final da 122 semana de infeccdo, os animais foram
eutanasiados e as orelhas fotografadas (B). Em (C) é mostrada a analise da area sob a curva do desenvolvimento
da lesdo. As cargas parasitarias (D) da orelha e do (E) linfonodo drenante foram avaliadas por diluicdo limitante.
Barras representam +SEM de um pool de trés experimentos realizados utilizando ao menos 10 animais por grupo.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparacdes e teste de Mann-
Whitney para comparagio entre dois grupos (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.0001). EPP-AF®: Gel de prdpolis
verde; Sb°*: antimoniato de meglumina.

Nossos dados sugerem que o tratamento topico com gel de prdpolis verde EPP-AF®
sozinho ou, principalmente, em combinacdo com antimoniato de meglumina é capaz de reduzir
o tamanho da lesdo dos animais tratados, apesar de ndo ser capaz de controlar a infeccdo in vivo
por L. amazonensis. O tratamento com EPP-AF® ou com sua associa¢io com o antimoniato de
meglumina, utilizando diferentes vias de administracao, também se mostrou mais eficaz que o
tratamento com o antimoniato de meglumina na reducdo do tamanho das lesdes e/ou da carga
parasitaria de camundongos, infectados por diferentes espécies de Leishmania causadoras de
Leishmaniose Cutanea, tais como L. amazonensis, L. major ou L. braziliensis (DA SILVA et
al., 2015; NILFOROUSHZADEH et al., 2008; PONTIN et al., 2008). A significativa reducéo
do tamanho de les&o de animais tratados com o gel EPP-AF® sem, contudo, apresentar efeito na
reducdo da carga parasitaria do sitio de infeccdo e tratamento (orelha), sugere a modulagéo de

vias anti-inflamatorias no tecido afetado.

Modulacéo da producdo de mediadores inflamatdrios apds tratamento topico com gel de

propolis verde EPP-AF® ou em associacdo com o antimoniato de meglumina

A fim de investigar possiveis vias envolvidas na reducédo da lesdo de animais infectados
com L. amazonensis e tratados com gel EPP-AF® sozinho (EPP-AF® ) ou com a associacgio do
tratamento com gel EPP-AF® + antimoniato de meglumina (EPP-AF® + Sh®*), a presenca de
mediadores inflamatorios foi avaliada nos sobrenadantes das culturas celulares dos linfonodos
recuperados e estimulados ex vivo com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis (Figura
14), bem como no extrato da orelha (sitio de infeccdo e tratamento) (Figuras 15) e no soro
(Figuras 16) dos grupos experimentais ja no estagio tardio da infeccao (décima semana).

A associagdo dos tratamentos com gel EPP-AF® + antimoniato de meglumina (EPP-

AF® + Sb°") mostrou-se capaz de aumentar os niveis da citocina IL-12p70 por células de
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linfonodos estimuladas ex vivo com L. amazonensis (Figura 14E). Ademais, o tratamento com

antimoniato de meglumina (Sb>*) reduziu os niveis de IL-17a (Figura 14F).
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Figura 14: Resposta imune celular de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados de
forma tépica com gel de prépolis verde EPP-AF®. Camundongos BABL/c foram infectados na derme da orelha
com L. amazonensis e tratados diariamente com gel de prdpolis verde EPP-AF® sozinho (EPP-AF®), com
antimoniato de meglumina (Sbh®") ou com a associagéo do gel de prépolis + antimoniato de meglumina (EPP-AF®
+ Sb%*). A Base do gel foi utilizada como controle ndo tratado. Os linfonodos drenantes dos animais foram
coletados apds sete semanas de tratamento e estimulado de forma ex vivo com promastigotas de L. amazonensis
em fase estacionaria, conforme descrito em Materiais e Métodos. A presen¢a dos mediadores inflamatdrios foi
determinada apds 48h de estimulo por meio de ensaio multiplex. Barras representam £SD de um experimento
realizado com 5 animais por grupo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para
multiplas comparacOes e teste de Mann-Whitney para comparacgdo entre dois grupos (*p < 0.05). Os limites de
deteccdo de cada mediador foram definidos em Materiais e Métodos.

Ao analisar os mediadores produzidos localmente no sitio de infec¢do e tratamento
(orelha), observa-se que a infeccdo de camundongos BALB/c por L. amazonensis possui a
capacidade de induzir a producdo de uma variedade de mediadores envolvidos no processo
inflamatorio e controle da infeccdo por Leishmania (Figura 15). Com relacdo aos esquemas
terapéuticos empregados, observou-se que o tratamento com gel EPP-AF® sozinho (EPP-AF®)

IL-6 e IL-17a (Figuras 15D e 15F,

respectivamente). Por outro lado, o tratamento com antimoniato de meglumina (Sb°*) apenas

aumentou significativamente a producdo de



91

foi capaz de aumentar a producdo de IL-1p (Figura 15B). Nenhuma diferenca estatistica foi

observada no tratamento combinado EPP-AF® + Sh°*.
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Figura 15: Produc¢do de mediadores inflamatérios por orelhas de camundongos BALB/c infectados por L.
amazonensis e tratados de forma topica com gel de propolis verde EPP-AF®. Camundongos BABL/c foram
infectados na derme da orelha com L. amazonensis e tratados diariamente com gel de prdpolis verde EPP-AF®
sozinho (EPP-AF®), com antimoniato de meglumina (Sb°*) ou com a associacdo do gel de prdpolis EPP-AF®+
antimoniato de meglumina (EPP-AF® + Sb%*). A Base do gel foi utilizada como controle ndo tratado. Orelhas de
animais nao infectados foram utilizadas como controle de pele sadia (PS). Apos sete semanas de tratamento, as
orelhas dos animais foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido para obten¢do do extrato celular, conforme
descrito em Materiais e Métodos. A presenca dos mediadores inflamatérios foi determinada ap6s 48h de estimulo
por meio de ensaio multiplex. Barras representam +SD de um experimento realizado com 5 animais por grupo.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparacdes e teste de Mann-
Whitney para comparagdo entre dois grupos (*p < 0.05, **p < 0.01). Os limites de detec¢do de cada analito foi
definido em Materiais e Métodos.

Finalmente, a analise de mediadores encontrados sistemicamente (soro) revelou que nos
estagios tardios da infeccdo de camundongos BALB/c por L. amazonensis apenas é possivel
detectar o aumento dos niveis circulantes de IL-6 (Figura 16D). Nesse sentido, o tratamento
com gel EPP-AF® induziu maiores niveis de IL-10 (Figura 16l), enquanto o tratamento
combinado do gel EPP-AF® + antimoniato de meglumina (EPP-AF® + Sb°") reduziu
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significativamente os niveis da PGE:z (Figura 16J), o que corrobora em parte com nossos

achados in vitro para esse mediador lipidico (Figura 8F).
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Figura 16: Efeito do tratamento tdpico com gel de proépolis verde EPP-AF® nos niveis de mediadores
inflamatdérios circulantes de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis. Camundongos BABL/c
foram infectados na derme da orelha com L. amazonensis e tratados diariamente com gel de propolis verde EPP-
AF® sozinho (EPP-AF®), com antimoniato de meglumina (Sb®) ou com a associacdo do gel de propolis EPP-AF®
+ antimoniato de meglumina (EPP-AF® + Sb®*). A Base do gel foi utilizada como controle néo tratado. Apos sete
semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca e os niveis dos mediadores
inflamatorios foram mensurados no soro dos animais. Soro de animais ndo infectados foram utilizados como
controle sadio (CS). Barras representam +SD de um experimento realizado com 7 animais por grupo. Teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para mdltiplas comparagdes e teste de Mann-Whitney
para comparacgdo entre dois grupos (*p < 0.05, ** e p < 0.01). Os limites de deteccdo de cada mediador foram

definidos em Materiais e Métodos.

Apesar dos dados imunoldgicos indicarem que o tratamento topico com o EPP-AF®
sozinho ou combinado ao antimoniato de meglumina ndo altera o perfil inflamatorio dos
animais, observamos reducao significativa no tamanho da lesdo, ndo acompanhado de reducéo
da carga parasitéria do sitio de infeccdo. Uma justificativa para isto seria o tempo tardio

utilizado para as analises (10 semanas ap0s a infecdo), o que poderia ser solucionado ao realizar
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uma cinética de avaliacdo de producdo de mediadores em diferentes tempos de infeccdo e
tratamento. Nesse sentido, trabalhos ja mostram a capacidade de diferentes extratos de propolis
e seus principais constituintes quimicos em induzir a cicatrizacdo de lesdes. Romana-Souza e
colaboradores (2018) observaram a eficacia do acido cafeico em promover a cicatrizacdo de
Ulceras de pressdao em modelo experimental, no qual diferencas na modulagdo de iNOS, NO,
TNF-a, e NFkB foram observadas em tempo mais inicial de analise comparada ao tempo
tardio. O tratamento combinado com propolis e um complexo de ruténio doador de 6xido
nitrico também foi eficaz em reduzir a lesdo de animais infectados com L. amazonensis, através
da modulacdo dos niveis de NO, IL-10, TGF-§ e recrutamento celular, todos observados apds
30 dias de tratamento (MIRANDA et al., 2015).

Conclusao Parte 11

Nesta segunda parte do trabalho, o tratamento com um gel de propolis verde EPP-AF®
foi capaz de reduzir o tamanho das lesbes de camundongos BALB/c infectados com
L. amazonensis, evento ndo associado a reducdo da carga parasitaria ou a modulacdo de
mediadores inflamatorios produzidos por linfonodos estimulados ex vivo, localmente na orelha,
ou ainda produzidos sistemicamente (soro).

Neste capitulo, demonstramos o potencial de um extrato de prépolis verde ou uma
formulagdo em gel, ambos oriundos de um extrato padronizado (EPP-AF®) em reduzir a carga
parasitaria enquanto modula importantes vias e mediadores inflamatorios celulares in vitro. A
combinacdo de importantes fatores, como padronizagdo, reprodutibilidade, atividades
bioldgicas comprovadas in vivo e in vitro permitem que o EPP-AF® seja considerado para o
desenvolvimento de um potencial novo produto farmacéutico adjuvante para o tratamento da
LC.
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7 HIPOTESE

As lignanas langambina e Epi-langambina controlam a infec¢édo in vitro por L. braziliensis
ou L. amazonensis.

7.1 OBJETIVOS

7.1.1 Objetivo geral

Avaliar o controle da infeccdo in vitro por L. amazonensis ou L. braziliensis das lignanas
langambina e Epi-langambina como candidatos promissores para o tratamento aditivo da

Leishmaniose Cutanea Localizada.

7.1.2 Objetivos especificos

1. Awvaliar a citotoxicidade dos compostos langambina e Epi-langambina em cultura de
macrdfagos ndo infectados;

2. Testar o efeito dos compostos langambina e Epi-langambina na infec¢do de macrofagos
por L. amazonensis ou L. braziliensis;

3. Avaliar a capacidade imunomodulatéria dos compostos langambina ou Epi-iangambina

em células infectadas por L. amazonensis ou L. braziliensis.
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8 MANUSCRITO 111

Efeito leishmanicida e imunomodulatério das lignanas langambina e Epi-langambina

isoladas de Ocotea fasciculata (Nees) Mez

O trabalho avalia a eficacia de duas lignanas isoladas das folhas de Ocotea fasciculata (Nees)
Mez, popularmente conhecida como Louro de Cheiro, no controle da infec¢do in vitro por L.

amazonensis ou L. braziliensis, agentes etiologicos da leishmaniose cutanea no Brasil.

Resumo:

A langambina e a Epi-langambina sdo as principais lignanas encontradas no Louro-de-Cheiro
(Ocotea fasciculata (Nees) Mez), arvore nativa da floresta atlantica do nordeste brasileiro e
amplamente utilizada na medicina popular. Neste trabalho, exploramos pela primeira vez os
efeitos leishmanicida e imunomodulatério de ambas as lignanas na infec¢do in vitro por
Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis, agentes etiologicos da Leishmaniose
Cutanea no Brasil. Observamos que ambas as lignanas, langambina e Epi-langambina,
apresentaram efeito concentracdo-dependente na redugéo da viabilidade intracelular de ambas
as espécies de Leishmania (ICso La: 43.9 + 5 e 22.6 £ 4.9 pM, respectivamente; ICso Lb: 76 +
17 e 74.4 + 9.8 UM, respectivamente). Entretanto, a Epi-iangambina mostrou-se mais seletiva e
eficaz frente a infecgdo in vitro por L. amazonensis. Por outro lado, as lignanas foram capazes
de modular de forma distinta a producéo de mediadores e citocinas produzidos por macréfagos
infectados por ambas as espécies de Leishmania avaliadas, ao reduzir os niveis de mediadores
pré-inflamatorios, como NO, PGEz, IL-6 e TNF-a, enquanto apenas a langambina mostrou-se
capaz de aumentar a producdo de IL-10 por macrofagos infectados por L. braziliensis. Assim,
esse trabalho fomenta novos estudos na triagem de compostos naturais bioativos para

desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas para tratamento da Leishmaniose Cuténea.

O artigo referente a esse trabalho est4 em construcao.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses infecto-parasitarias causadas por parasitos do
género Leishmania e transmitidas ao homem através de vetores flebotomineos. A Leishmaniose
Cuténea (LC) € a forma mais comum da doenc¢a. De acordo com a OMS, em 2019, mais de
87% dos novos casos de LC ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia,
Ird (Republica Islamica do), Iraque, Libia, Paquistdo, Siria e Tunisia (WHO, 2021). A LC pode
produzir maltiplas Glceras na pele com formato redondo ou ovalado, bordas proeminentes,
eritematosas e de fundo granuloso, ou ainda comprometer regides da mucosa nasofaringeal, o
que pode levar a desfiguracdo do sujeito acometido (BRASIL, 2017). No Brasil, Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis sdo 0s principais agentes etioldgicos da LC(MOREIRA
etal., 2020).

As drogas de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses sdo 0s antimoniais
pentavalentes (Sh*°) desde 1945 (LIMA et al., 2007). Na ocorréncia de falha terapéutica ou
impossibilidade de uso dos antimoniais sdo empregadas uma das drogas de segunda escolha,
como a Anfotericina B, Pentamidina®, Paromomicina® ou Miltefosina®. Entretanto, o
tratamento com esses farmacos possui sérias desvantagens, como alto custo, efeitos toxicos e
crescentes relatos de falha terapéutica. Assim, é urgente o desenvolvimento de novos
tratamentos, eficazes, mais seguros e acessiveis.

A iangambina e seu isdmero a epi-iangambina sdo as principais lignanas encontradas
em Ocotea fasciculata (Nees) Mez (também conhecida como Ocotea duckei Vatti-mo-Gil),
arvore nativa da floresta Atlantica do nordeste brasileiro e conhecida popularmente como
louro-de-cheiro ou louro-canela.

Vaérias propriedades farmacoldgicas vém sendo atribuidas a iangambina, tais como:
antagonista do receptor de ativacdo plaquetaria (PAF) e analgésico (CASTRO-FARIA-NETO
et al., 1995; JESUS-MORAIS, 2000), antialergico (SERRA et al., 1997), analgésico
(ALMEIDA et al, 1995), acdo protetora contra problemas cardiovasculares e choque anafilatico
(TIBIRICA et al, 1996; RIBEIRO et al, 1996; ARAUJO et al, 2001; ARAUJO et al, 2014),
bem como atividade antitumoral em células colorretais (HAUSSOT et al, 2003) e em células da
linhagem tumoral KB (BALA et al, 2015). Estudos tambem vém relatando efeito leishmanicida
da iangambina sobre as formas promastigotas (MONTE NETO et al, 2007 e 2011), sobre as

formas amastigotas intracelulares e em modelo in vivo de leishmaniose cutanea (PENHA et al,
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2010). Entretanto, até a presente data, ndo sdo conhecidos estudos avaliando as propriedades
leishmanicidas e imunomodulatérias da epi-iangambina.

Nesse estudo, avaliamos o efeito leishmanicida e imunomodulatério da iangambina e
epi-iangambina na infeccdo de macrofagos por L. amazonensis ou L. brasiliensis, principais

agentes etiolégicos da leishmaniose cutanea localizada no Brasil.

MATERIAS E METODOS

Obtencéo da langambina e Epi-iangambina

A langambina e seu isdmero, a Epi-iangambina, foram obtidos em colaboragdo com a
pesquisadora Andresa Beretta da Apis Flora Ind. e Come. Ltda, de Ribeirdo Preto, SP, Brasil e
Franciane Marquele de Oliveira do Laboratério de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo,
ELEVE Ciéncia, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Parasitos e Camundongos

Neste estudo, foram utilizadas as cepas de Leishmania amazonensis (MHOM/Br88/Ba-
125) e de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788). As promastigotas foram cultivadas
a 26°C, em meio Schneider suplementado com 10% (L. amazonensis) ou 20% (L. braziliensis)
de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina. Os camundongos
BALB/c (Mus musculus), foram obtidos do Biotério IGM/FIOCRUZ e mantidos em condigdes
livre de patdgenos, de acordo com o CEUA licenca nimero 005/2020 - IGM/FIOCRUZ.

Obtencdo de MDMO

Camundongos Balb/c foram anestesiados por via intravenosa por injecdo de dose letal
de tiopental sédico (100 mg/kg), seguido de deslocamento cervical para confirmagdo da morte.
Ap0s a eutanésia, o abddémen e as patas do camundongo foram lavados com &lcool 70%. Foi
feita uma incisdo na linha média do abdémen e apds isso a pele foi puxada, para expor 0s
musculos das patas posteriores. As patas foram removidas com tesoura cirdrgica e a tibia e 0

fémur de cada pata entdo dissecados. Os o0ssos foram lavados com alcool 70% e foi realizada a
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lavagem interna do fémur e tibia com o meio de cultura. As células obtidas foram cultivadas a
37°C, 5% CO2, em meio RPMI suplementado com 20% de SBF, 30% de sobrenadante de
fibroblastos L929 e 1% de penicilina-estreptomicina-glutamina e incubadas por 7 dias para

diferenciacdo em macrofagos.

Avaliagdo da viabilidade de macréfagos tratados com langambina e Epi-langambina

MDMO, obtidos como acima descrito, foram plaqueados na densidade de 1x10°/poco
em placas de cultura de 96 poc¢os e incubados por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Apds o tempo
de aderéncia, os macrdfagos foram tratados com os compostos langambina e Epi-langambina
em diferentes concentrac6es (1000 — 15.6 uM) e incubados por 48h a 37°C e 5% de CO2. Meio
RPMI, suplementado com 10% de SBF e 1% de penicilina-estreptomicina-glutamina foi
utilizado como controle de 100% de viabilidade, enquanto DMSO (~ 0,1% v/v) foi utilizado
como controle do veiculo de diluicdo dos compostos. Em seguida, os sobrenadantes das células
foram incubados por 30min (a temperatura ambiente e protegido da luz) com o kit de
citotoxicidade de Lactato Desidrogenase (LDH) (Roche) e as células foram incubadas por 4h
com meio de cultura contendo 10% de sal de Resazurina de sédio (Sigma). A absorbancia para
0 ensaio de LDH foi lida a 490 nm e para o ensaio de reducdo de Resazurina de sodio foi lida a
570 e 600 nm, utilizando-se espectrofotdbmetro SPECTRA Max 190.

Avaliacéo da viabilidade intracelular de L. amazonensis ou L. braziliensis

MDMO foram plaqueados na densidade de 1x10°/pogo e deixados overnight a 37°C e
5% COg, para total aderéncia. Posteriormente, as células foram infectadas com L. amazonensis
ou L. braziliensis na propor¢cdo 10:1 (Leishmania: macréfagos), por 4h ou 24h,
respectivamente. Em seguida, as culturas de macrofagos foram lavadas 3x com salina, para
remover 0s parasitos ndo internalizados, e tratados com os compostos langambina e Epi-
langambina em diferentes concentracdes (50 - 200 uM) por 48h, a 37°C a 5% de CO2. Meio
RPMI suplementado foi utilizado como controle. Ap6s o tempo de tratamento, o meio foi
trocado para 0 meio Schneider suplementado e as culturas celulares foram incubadas em estufa
B.O.D por 6 dias a 26°C. A contagem dos parasitos viaveis foi realizada por microscopia dptica

utilizando-se a Camara de Neubauer.
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Avaliacdo do efeito imunomodulatério dos compostos langambina e Epi-langambina em

macrdéfagos infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis

MDMO (5x10°pogo) foram estimulados com IFN-y (100U/mL) overnight e,
posteriormente, infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis por 4h e 24h,
respectivamente. Apds a infeccdo, a cultura foi lavada 3x para remover os parasitos nao
internalizados e o estimulo de IFN-y foi reaplicado juntamente com 100 uM dos compostos
langambina e Epi-langambina. Macrofagos ndo tratados foram utilizados como controles. Apos
48 horas de tratamento, 0s sobrenadantes de cultura foram aspirados, e 0s niveis das citocinas
IL-10, IL-6, TNF-o e IL-12p70 foram determinados por ensaio multiplex, utilizando kit
MILLIPLEX®, baseado na tecnologia Luminex® xMAP® . Os niveis de éxido nitrico foram
avaliados através da determinacdo dos niveis de nitrito no sobrenadante das culturas celulares,
utilizando o método de Griess. J& os niveis de PGE: foram avaliados por ensaio Elisa,
conforme instrucdes do fabricante. Os limites de deteccdo para os mediadores foram
estabelecidos pelo fabricante: NO (0.19 uM); IL-10 (5.6 pg/mL), IL-12p70 (12.9 pg/mL), IL-
1B (3.3 pg/mL), IL-6 (3.3 pg/mL), TNF-a (1.3 pg/mL) e PGE2 (9.5 pg/mL).

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas utilizando
diferentes testes. Para multiplas comparac@es foi utilizado Kruskal-Wallis e para comparacgdes
entre dois grupos foi realizado o Teste t de Student, com intervalo de confianga de 95%, sendo
os valores considerados estatisticamente significativos quando p < 0.05. A concentracao de
inibicdo média (ICso) sobre a viabilidade intracelular do parasito e a concentracdo de
citotoxicidade capaz de reduzir em 50% da viabilidade celular (CCso) foram determinadas a
partir de regress@o sigmoidal das curvas de concentracdo-resposta. O indice de seletividade (IS)
foi calculado como a razéo entre 0 CCso do MDMOs n&o infectados / 1Cso para 0 parasito
intracelular. As analises foram realizadas utilizando o GraphPad V. 8.0 (Prism Software, EUA).
Uma analise de cluster hierarquica usando o método de Ward foi realizada para testar se o0s
niveis de citocinas poderiam diferenciar as condic6es de células infectadas com L. amazonensis
ou L. braziliensis e tratadas ou ndo com 0s compostos iangambina ou epi-iangambina. Os

valores médios dos mediadores (Log10) medidos nos sobrenadantes apds 48h de tratamento
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(conforme acima descrito) foram calculados para cada condigdo de tratamento in vitro. Os
heatmaps foram construidos usando JMP Pro V. 13.0.0.

Delineamento experimental
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Citotoxicidade das lignanas langambina e Epi-iangambina

O potencial efeito citotoxico da langambina e Epi-iangambina foi avaliado em MDMO
empregando as técnicas de redugdo da resazurina de sodio e LDH. Em ambas as técnicas
utilizadas, verificou-se que somente a Epi-langambina foi capaz de afetar significativamente a
viabilidade celular nas maiores concentracfes utilizadas (1000 e 500 uM, isto €, 445 e 225
ug/mL, respectivamente), sendo a concentracdo de 1000 pM capaz de reduzir em ~ 97% a
viabilidade das células avaliadas pelo ensaio de Resazurina de sodio (p< 0.01) (Figura 17A) e
induzir ~ 77% a liberacdo de LDH (p< 0.0001) (Figura 17B). Assim, o CCsp encontrado para a
epi-iangambina foi de 534 + 105 uM, Tabela 1. Como a iangambina ndo apresentou efeito
citotoxico evidente em nossas analises, ndo foi possivel calcular o CCso para este composto.

Monte Neto e colaboradores (2008) avaliaram a citotoxicidade da iangambina sobre

macrdéfagos murinos através dos ensaios de exclusdo por Trypan blue e pelo ensaio
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colorimétrico MTT, nos quais, ap6s 24h de incubagdo com a lignana, foram observados valores
de CCso de 187 ug/mL (383.8 uM) e 46.7 ug/mL (504.3 puM), respectivamente. Em outro
estudo avaliando ambas as lignanas, a epi-iangambina foi capaz de reduzir a viabilidade de
fibroblastos murinos ja com 24h de tratamento, nas concentracdes de 160 e 320 pug/mL. Ambas
as lignanas reduziram a viabilidade celular a partir da concentracdo de 80 ug/mL ap6s 48h de
tratamento, observado através da técnica de Alamar Blue (MARTINS et al., 2020). As
diferencas nos resultados obtidos, apesar de se tratar dos mesmos compostos avaliados, podem
estar relacionadas a técnica utilizada, bem como o tipo celular empregado.

Nossos resultados sugerem que a epi-iangambina possui maior tendéncia a causar
citotoxicidade comparada a iangambina, fato esse também observado por Martins e
colaboradores (2020). Devido aos resultados acima relatados, determinou-se a faixa de
concentracéo inferior a 250 UM como segura para a realizagdo dos seguintes ensaios in vitro

envolvendo células mamiferas.
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Figura 17: Citotoxicidade de macro6fagos tratados com diferentes concentragdes dos compostos langambina
e Epi-langambina (1000 - 15.6 uM), demonstrado por ensaio de (A) Resazurina de sodio e (B) LDH total
liberado apds 48h de tratamento. Barras representam +SD de um experimento realizado em quintuplicata,
representativo de trés experimentos independentes. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram
utilizados para maltiplas comparagfes (*p < 0.05, **p< 0.01 e ***p< 0.0001).
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Efeito das lignanas langambina e Epi-iangambina na viabilidade intracelular de
L. amazonensis e L. braziliensis

O efeito leishmanicida das lignanas foi avaliado em MDMO infectados por
L. amazonensis ou L. braziliensis (Figura 18). Ambas as lignanas foram capazes de reduzir de
forma concentracdo-dependente a viabilidade intracelular de ambas as espécies de Leishmania
avaliadas. Entretanto, a epi-iangambina mostrou-se mais eficaz na reducdo da viabilidade
intracelular de L. amazonensis comparado a iangambina nas concentracdes de 200 e 100 uM
(p< 0.05) (Figura 18A). Ainda nesse sentido, a epi-iangambina também se revelou mais potente
frente a infeccdo por L. amazonensis comparada a infeccdo por L. braziliensis (p<0.05),
demonstrado através da comparacdo dos valores de ICso calculados para ambas as espécies
(Tabela 3).
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Figura 18: Efeito leishmanicida da iangambina e epi-iangambina sobre a viabilidade intracelular de L.
amazonensis e L. braziliensis. MDMO foram infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis e tratados
com diferentes concentra¢des dos compostos iangambina e epi-langambina (200 - 50 pM) por 48h. A contagem de
promastigotas viaveis de (A) L. amazonensis e (B) L. braziliensis recuperadas nos sobrenadantes das culturas foi
realizada apds seis dias de troca de meio de cultura, conforme descrito em Materiais e Métodos. Barras
representam +SD de um experimento realizado em quintuplicata, representativo de quatro experimentos
independentes. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparacées
(*p <0.05, **p< 0.01 e ***p< 0.0001).
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Até onde sabemos, este é o primeiro estudo avaliando o efeito da epi-iangambina na
reducdo da viabilidade intracelular de parasitos do género Leishmania. Ademais, também é o
primeiro estudo avaliando o efeito da iangambina na viabilidade intracelular de espécies de
Leishmania causadora da Leishmaniose Cutanea. Ha apenas um estudo de dissertacdo de
mestrado mostrando o efeito leishmanicida da iangambina (200 pug/mL) na redugdo do nimero
de macrofagos infectados com L. infantum, agente etiol6gico da leishmaniose visceral no Brasil
(PENHA et al, 2010).

A Tabela 3 sumariza os valores de CCso, ICso e indice de Seletividade (IS) para ambos
0s compostos. Nota-se que, em relacdo a infec¢do por L. amazonensis, a iangambina e epi-
iangambina apresentaram valores de 1Cso de 43.9 + 5 uM e 22.6 £ 4.9 uM, respectivamente,
sendo que a epi-iangambina apresentou valor de IS de 23.6 para esta mesma espécie de
Leishmania. Segundo Batista e colaboradores (2009), compostos que apresentam 1Cso entre 20
- 100 uM séo considerados com moderada atividade. Além disso, compostos que apresentam 1S
> 10 s&o considerados como bioativos que merecem mais investigacdes (INDRAYANTO et al.,
2021). Em relacdo a infeccdo por L. braziliensis, ambas as lignanas apresentaram moderada
atividade, com valores semelhantes de 1Cso de 76 = 17 uM (iangambina) e 74.4 + 9.8 uM (epi-
iangambina) e IS de 7.1 para a epi-iangambina. Como ndo foi possivel determinar o CCso da
iangambina dentro da faixa de concentracdo avaliada (Figura 17), consequentemente, também
ndo foi possivel calcular o IS para este composto. 1sso sugere baixa citotoxicidade e alta

seletividade para parasitos Leishmania em relagdo a célula hospedeira.

Tabela 3. 1Cso, CCso e indice de Seletividade (IS) dos compostos langambina e Epi-

langambina.
Composto L. amazonensis L. braziliensis Macroéfago IS¢ IS¢
(amastigota (amastigota L is | L. brazliensi
intracelular) ICso® £| intracelular) 1Cso? CCso+ SEM (uM) T e
SEM® (uM) + SEMP (uM)
langambina | 43.9 £ 5 p=0.057 76 +17 ND® ND® ND®
Epi- 22.6 £ 4.9* 74.4+9.8 534 + 105 23.6 7.1
langambina

2|Cso: Concentracdo Inibitdria 50%: concentracdo necessaria para inibir um processo biolégico em 50%;
bSEM: erro padrdo da média;
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¢ CCsp: Concentracéo Citotdxica 50%: concentracdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%;

418: Indice de Seletividade. CCso do macréfago/ 1Cso da amastigota intracelular.

¢ND: ndo detectado.

*p<0.05: Teste t de Student comparando os valores de 1C50 da epi-iangambina para L. amazonensis e L. braziliensis.

Assim, esses dados indicam que a epi-iangambina é mais seletiva e eficaz na reducdo da
viabilidade intracelular de L. amazonensis, comparada a infec¢do por L. braziliensis. Contudo,
ao comparar ambas as lignanas, a iangambina mostrou-se menos citotoxica para a célula
hospedeira, o0 que sugere maior seletividade deste composto no killing da forma intracelular de
ambas as espécies de Leishmania avaliadas. Isso torna as lignanas iangambina e epi-

iangambina candidatas promissoras para futuras avalia¢fes pré-clinicas para tratamento da LC.

Efeito imunomodulatério das lignanas langambina e Epi-iangambina

O efeito imunomodulatério das lignanas iangambina e epi-iangambina foi avaliado nos
sobrenadantes de macrdéfagos previamente estimulados com IFN-y, infectados com
L. amazonensis ou L. braziliensis e tratados com as lignanas a 100 uM por 48 h, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Em relagdo a infec¢do in vitro por L. amazonensis, 0
tratamento com ambas as lignanas foi capaz de reduzir de forma semelhante a producéo de
oxido nitrico (NO) (p< 0.01), TNF-alpha (p< 0.05) e IL-6 (p< 0.05) nas células infectadas,
enquanto nenhuma diferenca estatistica foi observada na producédo de I1L-12p70 e IL-10 (Figura
19). Em relagdo a PGEz, apesar de ambas as lignanas reduzirem de forma significativa os niveis
desse mediador (p< 0.05 e 0.01, respectivamente), a epi-iangambina mostrou-se mais potente
na reducdo dos niveis desse mediador lipidico quando comparada a iangambina (p< 0.01)
(Figura 19B).
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Figura 19: Efeito imunomodulatério da iangambina e epi-iangambina sobre macréfagos infectados por L.
amazonensis. Os mediadores foram analisados nos sobrenadantes das culturas de MDMO previamente
estimulados com IFN-y, infectados com L. amazonensis e tratados com 0s compostos iangambina e epi-
langambina (100 puM) por 48h, conforme descrito em Materiais e Métodos. Barras representam +SD de um
experimento realizado em quintuplicata. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para
maltiplas comparagdes e teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacéo entre dois grupos (*p < 0.05 e
**p< 0.01). Os limites de deteccdo de cada mediador foram definidos em Materiais e Métodos.

Ja com relacdo a infeccdo in vitro por L. braziliensis, observou-se que ambas as
lignanas foram capazes de reduzir de forma significativa os niveis de TNF-alpha (p< 0.05).
Entretanto, apenas a iangambina foi capaz de reduzir de forma significativa os niveis de NO
(p< 0.01), bem como aumentar a producédo de IL-10 (p< 0.05) por macrofagos infectados. Mais
uma vez, a epi-iangambina mostrou-se mais potente em reduzir os niveis de PGEz, tanto em
relacdo ao controle infectado (p< 0.01) quanto em relacdo a iangambina (p< 0.05), sendo que
para esta Ultima ndo foi observado diferenca estatistica em relacdo ao controle infectado.

Nenhuma lignana foi capaz de modular a producdo de IL-6 e 1L-12p70 (Figura 20).
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Figura 20: Efeito imunomodulatério da iangambina e epi-iangambina sobre macréfagos infectados por L.
braziliensis. Os mediadores foram analisados nos sobrenadantes das culturas de MDMO previamente estimulados
com IFN-y, infectados com L. braziliensis. e tratados com 0s compostos iangambina e epi-langambina (100 puM)
por 48h, conforme descrito em Materiais e Métodos. Barras representam +SD de um experimento realizado em
quintuplicata. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram utilizados para multiplas comparaces e
teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparagéo entre dois grupos (*p < 0.05 e **p< 0.01). Os limites de
deteccao de cada mediador foram definidos em Materiais e Métodos.

O padrdo da modulagéo de citocinas e mediadores inflamatdrios produzidos por células
infectadas por L. amazonensis ou L. braziliensis e tratadas ou ndo com iangambina ou epi-
iangambina foram ilustradas por meio de um heatmap (Figuras 21A e 21B). A anélise do
heatmap mostra que o tratamento das células infectadas com ambas lignanas é capaz de atenuar
o perfil inflamatério através da modulacdo da producdo de citocinas e mediadores

inflamatorios.
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Figura 21: Mudanga do perfil inflamatério apresentado por macrofagos infectados por L. amazonensis ou
L. braziliensis e tratados com as lignanas iangambina e epi-iangambina. Uma analise hierarquica de
agrupamento (método de Ward) foi utilizada para avaliar se os niveis de citocinas poderiam diferenciar as
condicdes de células infectadas com (A) Leishmania amazonensis ou (B) Leishmania braziliensis, tratadas ou ndo
com iangambina ou epi-iangambina, conforme descrito em Materiais e Métodos. Asteriscos (*) representam
diferenca estatistica entre as lignanas em relacdo ao controle infectado (La ou Lb) no aumento ou reducdo da
producdo de mediadores.

A infeccdo humana pelas espécies L. amazonensis ou L. braziliensis apresenta diferente
espectro imunoldgico, onde a L. amazonensis possui a tendéncia em induzir formas clinicas
associadas ao polo anérgico da resposta imune celular do hospedeiro (Leishmaniose Difusa),
enquanto a infeccdo por L. braziliensis conduz ao polo de hipersensibilidade celular
(Leishmaniose Mucocutanea). No meio do espectro imunolégico, encontra-se a Leishmaniose
Cutanea Localizada (LCL) (SILVEIRA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2004a). Nesse contexto,
fica evidente que apenas uma resposta pré-inflamatéria ndo é suficiente para controle da
infeccdo e cura clinica, visto que exacerbada resposta inflamatdria com reduzido niveis da
citocina regulatoria IL-10, é observada na Leishmaniose Mucocutanea, sem, contudo, haver
cura da doenca (RODRIGUES et al., 2014). Neste contexto, medicamentos e esquemas
terapéuticos que possuam ac¢do no controle parasitario ao passo que equilibrem as respostas pré
e anti-inflamatodrias sdo desejaveis para o controle dessa condig&o.

Neste contexto, as lignanas iangambina e epi-iangambina emergem como candidatas
promissoras para futuras avaliacdes para desenvolvimento de novas op¢des farmacéuticas para
tratamento da LC. Nossos dados sugerem que o mecanismo pelo qual ambas as lignanas
exercem efeito no controle da infeccdo por Leishmania ndo esta relacionado com a ativacéo do

macrdfago. Aqui, as lignanas foram capazes de reduzir a viabilidade intracelular de ambas as



108

espécies de Leishmania avaliadas enquanto reduz os niveis de importantes mediadores pré
inflamatorios, como NO, IL-6 e TNF-a.

Apesar de varias propriedades farmacoldgicas ja serem atribuidas a iangambina e, em
menor extensdo, a epi-iangambina, este é o primeiro estudo que mostra o efeito
imunomodulador de ambas as lignanas na infeccdo de macrdéfagos por L. amazonensis ou

L. braziliensis.

Concluséao

As lignanas iangambina e epi-iangambina representam potenciais candidatas a
terapéutica alternativa para Leishmaniose Cutanea (LC), uma vez que demonstraram efeito
leishmanicida in vitro acompanhada da reducdo da resposta inflamatoria de macrofagos

infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis, agentes etiologicos da LC no Brasil.
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9 DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que o alto custo, a baixa disponibilidade e a longa duracdo do
tratamento da Leishmaniose sdo os principais fatores que aumentam a chance de resisténcia aos
medicamentos em paises subdesenvolvidos (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; RAJASEKARAN
et al., 2015). Ainda, somado ao fato de ndo haver vacina eficaz para esta condigéo, 0
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é crucial para o controle desta patologia.
Nesse sentido, este estudo usa de ferramentas nanotecnoldgicas para desenvolver uma nova
formulacdo de Anfotericina B, os Carreadores Lipidicos nanoestruturados com Anfotericina B
(CLN-ANB), bem como avalia compostos oriundos da biodiversidade brasileira, langambina,
Epi-langambina e Propolis verde EPP-AF®, como potenciais candidatos a terapéutica da

leishmaniose.

Considerando a busca por drogas leishmanicidas mais eficientes, acessiveis e menos
toxicas, o esforco para projetar sistemas estaveis de entrega de drogas (Drug Delivery Sistems -
DDSs) baseados em nanotecnologia é umas das principais estratégias no combate a doenga. A
utilizacdo de lipossomos representa padréo ouro para desenvolvimento de novas formulacdes e
séo, atualmente, utilizados como DDS em uma variedade de diferentes tratamentos (BRUNI et
al., 2017). O Ambisome® é um exemplo de farmaco que emprega lipossomos em sua
formulacdo para aumentar a taxa de encapsulacdo e melhorar a entrega do farmaco, o que reduz
os efeitos toxicos do composto encapsulado. Entretanto, o alto custo do processo de fabricacdo

dessa formulagao representa uma grande desvantagem a ser superada.

Nesse contexto, os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados sdo uma abordagem
promissora devido a alta capacidade de carregamento de drogas, perfil de liberacdo controlado
dos farmacos veiculados, maior estabilidade e reduzido custo (MULLER et al., 2002). Nesse
estudo, os CLN foram carregados com a anfotericina B (CLN-ANB), droga leishmanicida mais
potente disponivel comercialmente (COHEN, 1998). Os CLN-AnB utilizados neste estudo
foram desenvolvidos e caracterizados pelas Dr? Franciane Oliveira, Dr® Andresa Berretta e pela
Msc Maraine Tadini, em uma parceria com duas empresas brasileiras Apis Flora Industrial e
Comercial Ltda / Eleve Pesquisa & Desenvolvimento, com o objetivo de desenvolver uma
formulacdo de AnB eficaz, segura e, principalmente, com custo mais acessivel. Apesar de ja

existir formulagGes de anfotericina B com baixos efeitos tdxicos aprovados para uso clinico
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(formulagdes lipidicas), o alto custo destas formulacdes ainda representa séria limitacdo ndo sé
na prética clinica, mas como também em estudos cientificos (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2015). Por outro lado, o custo do CLN-AnB é de aproximadamente R$ 5,87 para
producdo/ampola, valor muito inferior aos R$ 1.699,089/ampola do Ambisome®, produzido
pela Gilead Sciences, companhia biofarmacéutica norte-americana (CMED, 2022). Assim, 0
reduzido custo do CLN-AnB pode aumentar o indice terapéutico das leishmanioses e contribuir

para mais estudos cientificos.

Nossas analises bioldgicas in vitro mostraram a rapida captagdo dos CLN-AnB por
macrdfagos infectados por L. braziliensis ja em 1h apos tratamento, assim como maior indice
de seletividade em comparacao a AnB livre e a formulacdo micelar de AnB em desoxicolato de
sodio (AnB-D). A répida captacdo pelos macréfagos reduziria o acumulo do medicamento em
tecidos normais e saudaveis, refletindo no aumento da eficacia, na reducdo da toxicidade e
prevencao de possiveis efeitos colaterais (BRUNI et al., 2017). Além disso, esses achados
podem estar relacionados tanto com o reduzido tamanho dos CLN-AnB (268 + 11.8 nm) - o
que facilitaria o transporte das através das barreiras bioldgicas, além de proporcionar maior
superficie de contato com o microambiente (KHAN et al., 2013; TADINI et al., 2017) - bem
como ao perfil de liberacdo controlado e sustentado em até 46h, tanto em pH 7.4 (fisioldgico)
quanto em pH 5 (&cido) (TADINI, et al, 2017). Considerando que o pH sugerido para 0s VPs
de Leishmania esta entre 4.74 e 5.26 (ANTOINE et al, 1990), nanocarreadores com perfil de
liberacdo controlado e estavel em pH acidificado, como os CLN-AnB, sdo promissores para

controle intracelular do parasito e, portanto, para o tratamento das leishmanioses.

O principal mecanismo de acdo sugerido para a anfotericina B é através da ligacdo ao
ergosterol presente na membrana do parasito, o que levaria a formacéo de poros na membrana,
permitindo a passagem de eletrolitos, como K+, Ca 2+ e Mg 2+, causando morte celular.
Entretanto, a inducdo do burst oxidativo e de efeitos imunomoduladores na célula hospedeira,
sdo propostos como mecanismos alternativos, que complementariam a acdo direta da AnB
sobre a membrana do parasito (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012).
Contudo, apesar de considerado como mecanismo alternativo de controle da infeccéo, a
inducdo de mediadores inflamatorios também esta relacionada aos efeitos toxicos agudos
observados no uso clinico da AnB convencional, como febre, dor de cabeca, dor generalizada e
nauseas (ARNING et al., 1995; GIGLIOTTI et al., 1987; HEURTAULT et al., 2003; JOHN et
al., 1990; ROGERS et al., 1999). Por isso, investigamos a producdo de éxido nitrico (NO) e
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TNF-o por MDMO infectados com L. braziliensis. Nossos dados mostram que os CLN-AnB
ndo sdo capazes de induzir producdo de NO e TNF-a na concentragdo de ICso. Dessa forma,
nossos dados in vitro sugerem que o controle da infeccdo pelos CLN-ANB esta associado com
acdo direta sobre o parasito, corroborando com a ja descrita caracteristica da AnB em possuir

efeito sobre o parasito em baixas concentragoes.

No Brasil, a formulacéo lipidica de AnB, Ambisome® (AnB-L), foi aprovada pelo MS
para o tratamento de pacientes com leishmaniose visceral pertencentes a grupos prioritarios
(BRASIL, 2014). Contudo, apesar de prévios relatos ja apontarem eficacia de até 100% da
AnB-L no tratamento de LCL (SOLOMON et al., 2013; WORTMANN et al., 2010) e LCM
(AMATO et al., 2011; ROCIO et al., 2014; SAMPAIO; MARSDEN, 1997), o alto custo dessa
formulacdo torna sua ampla utilizagcdo para tratamento das leishmanioses proibitiva. Nesse
sentido, investigamos a eficAcia do CLN-ANnB na infec¢do de camundongos BALB/C por L.
braziliensis, o qual reproduz aspectos da infeccdo natural, como a presenca de uma lesdo
ulcerada e a disseminacdo do parasito para os linfonodos drenantes (DE MOURA et al., 2005).
Observamos que o tratamento intraperitoneal com CLN-AnB foi mais eficaz na reducdo do
tamanho da lesdo, comparado ao tratamento com Sb°*, embora ambos os tratamentos com
CLN-ANnB quanto Sb°* reduziram de forma semelhante a carga parasitaria e o infiltrado de
células inflamatdrias em orelhas infectadas. Nesse estudo, 0 Ambisome® néo apresentou efeito
na reducdo do tamanho da lesdo, bem como na reducdo da carga parasitaria do sitio de
infeccdo. Assim, esses dados sugerem que o CLN-AnB é um candidato promissor para o
tratamento da LC.

Apesar da busca por novas formulagdes de medicamentos empregando farmacos ja
aprovados para uso clinico, como a anfotericina B, constituir uma estratégia interessante por ja
partir de uma substancia com propriedades fisico-quimicas e efeitos biolégicos conhecidos, a
triagem de bioativos a partir de compostos naturais ainda representa a fonte mais tradicional no
desenvolvimento e design de medicamentos. Cerca de 65% dos 1.394 medicamentos baseados
em pequenas moléculas e aprovados pela FDA e organizagdes semelhantes, entre os anos de
1981 e 2019, sdo derivados de produtos naturais ou inspirados neles (DARISIPUDI et al.,
2011; NEWMAN et al., 2020). As razdes para isso consistem na complexidade e diversidade
estrutural das moléculas oriundas da natureza, comparado as moléculas sintetizadas. Além
disso, moléculas naturais ndo existem por acaso na natureza, mas sim desempenhando papéis

importantes no ecossistema e/ou nos processos fisiologicos do organismo de origem. Por isso,
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geralmente tém alta afinidade de ligagdo em receptores especificos e sua acdo bioldgica é
frequentemente seletiva (ATANASOV et al., 2021; FEHER; SCHMIDT, 2003).

Nesse contexto, € importante ressaltar que o Brasil é detentor de uma das maiores
biodiversidades do mundo, possuindo mais de 20% de todas as espécies do planeta, 0 que o
torna uma fonte rica de compostos com atividade biologica (DARISIPUDI et al., 2011). Em
funcdo disso, o interesse em explorar a biodiversidade brasileira pela industria farmacéutica e
comunidade cientifica brasileiras, assim como estrangeiras, € crescente, sobretudo pela vasta
utilizacdo de compostos e extratos vegetais pela medicina popular. Assim, vale salientar e
valorizar o papel e importancia do conhecimento popular ou medicina popular como fonte de
conhecimento e inspiracdo na triagem de bioativos e design de moléculas derivadas em todo o
mundo. Cerca de 80% da populacdo mundial faz uso da medicina popular/alternativa,
utilizando plantas e compostos naturais para tratar doencas e desordens fisiol6gicas (IQBAL et
al., 2017), e foi através dela que surgiram os primeiros estudos sobre os efeitos biol6gicos da

propolis e do Louro de Cheiro, fonte das lignanas iangambina e epi-langambina.

A falta de controles de qualidade adequados, rotulagem inadequada e auséncia de
informacdes apropriadas ao paciente sdo sérias limitacdes para uso clinico e seguro de extratos
e preparagdes naturais (RAYNOR et al., 2011). Além disso, tratando-se de propolis, a alta
variabilidade da composi¢do quimica observada no composto € uma barreira a ser vencida,
problemética ndo observada na utilizacdo de substancia isoladas, como a iangambina e epi-
iangambina. A composicdo quimica da propolis é influenciada por diversos fatores: clima,
estacdo do ano, flora visitada pelas abelhas e localizacdo geografica, o que influencia
diretamente no efeito biologico observado (MENEZES, 2005). Para solucionar essa
adversidade, neste trabalho, utilizamos o extrato glicolico de propolis verde ou um gel desse
extrato, ambos oriundos de um Extrato de Propolis Padronizado (EPP-AF®), produzido e
caracterizado pela Apis Flora Ltda, o que o torna sua composicéo reprodutivel lote-a-lote.

Apesar do efeito leishmanicida da propolis ja ser bem relatado pela literatura cientifica,
0s provaveis mecanismos de ativacdo celular nesse contexto ndo sdo esclarecidos. Aqui,
demonstramos por meio de ensaios in vitro a habilidade do extrato glicdlico de propolis verde
EPP-AF® em modular a producdo de mediadores em diferentes contextos inflamatorios
(estimulo por LPS ou IFN-y e na infeccdo por L. amazonensis). Observamos que o tratamento

com EPP-AF® induz a expressdo da enzima antioxidante HO-1, bem como aumenta os niveis
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da citocina TNF-a, evento que foi associado em parte a ativacdo da via ERK 1/2, ao passo que
reduz a producdo de mediadores inflamatérios, NO, PGE2 e IL-1B, por células infectadas.
Nesse contexto, ja foi relatado a associacdo da ativacdo da via ERK 1/2 com a inducdo da
expressao de COX-2 e translocacdo de Nrf2, o que poderia explicar o aumento da expresséo de
COX-2 e HO-1 observados com o tratamento com o EPP-AF® (ELDER et al., 2002; HUANG
etal., 2013; HOFFMEYER et al., 1999; RUTAULT et al., 2001; SABIO; DAVIS, 2014).

A capacidade da propolis EPP-AF® em modular distintamente a producdo e/ou
expressao de mediadores e enzimas em macrofagos infectados por L. amazonensis ou apenas
estimulados com LPS revela sua habilidade em modular diferentes vias de sinalizacdo celular,
por mecanismos ndo conhecidos. Nesse contexto, ambos os estimulos (por LPS ou infeccéo por
Leishmania) podem alterar o perfil da resposta imune inata através modulacdo de receptores
tipo Toll (TLR). O estimulo por LPS leva a producdo de diversos mediadores inflamatorios,
bem como a formacdo do inflamassomo, devido a sua ligacdo ao receptor tipo Toll-4,
(PALSSON-MCDERMOTT & O’NEILL, 2004). Por outro lado, evidéncias sugerem a
capacidade de diferentes espécies de Leishmania em modular os receptores tipo Toll-1, 2, 4 e 9,
por mecanismos pouco conhecidos, levando ao controle parasitario ou ao favorecimento da
infeccdo (BAMIGBOLA & ALI, 2022; LIMA et al., 2017; SILVEIRA et al., 2022). Nesse
contexto, Bufalo e colaboradores (2013) mostraram a capacidade da prépolis em reduzir a
resposta inflamatoria induzida por LPS através da inibicdo de NFkB, enquanto nenhum efeito
foi observado na ativacdo a via ERK 1/2. Em outro estudo, a propolis mostrou-se capaz de
reduzir a proliferacdo de células de cancer de mama através da inibicdo da sinalizacdo via Toll-
4 (CHANG et al., 2017). Ademais, o potencial da propolis EPP-AF® em inibir a formagdo do
inflamassoma ja foi demonstrado (HORI et al., 2013). Neste estudo, observamos que o
tratamento com EPP-AF®em células infectadas ou expostas ao LPS reduz os niveis de IL-1p,
citocina liberada apo6s ativacdo do inflamassoma. Entretanto, a influéncia do tratamento com o
EPP-AF® sobre os receptores do tipo Toll (TLR) e sua associagdo com o efeito leishmanicida e

imunomodulador ndo foram avaliadas.

Nos ensaios in vivo observamos a eficacia do tratamento topico com o gel EPP-AF®
sozinho ou, principalmente, em associacdo com o antimoniato de meglumina em reduzir o
tamanho da lesdo de camundongos BALB/c infectados na orelha com L. amazonensis, em um
modelo de LC altamente inflamatério e crénico. Apesar do tratamento com prépolis ndo
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apresentar efeito na carga parasitaria, a reducao da les@o per si nesse modelo experimental é um
dado promissor, haja vista que o Ministério da Saude do Brasil define como critério de cura
para a LC a epitelizacdo completa de todas as lesdes e o desaparecimento de crosta,
descamacdo, infiltracdo e eritema, sem mencionar reducdo de carga parasitaria (BRASIL,
2017).

Seguindo a linha de triagem de compostos naturais com potencial leishmanicida,
avaliamos a capacidade das lignanas iangambina e epi-iangambina frente a infeccdo in vitro
pelos principais agentes etioldgicos da Leishmaniose Cutdnea no Brasil, Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis. Lignanas sdo compostos polifendlicos oriundos do
metabolismo secundario das plantas e envolvidos na protecdo contra patdgenos e radiacdo
ultravioleta (CARMEN RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2019). Sdo encontradas em diversos
vegetais, assim como em alguns tipos de prépolis, e vem ganhando interesse devido a
propriedades farmacoldgicas, como anticancer, antialérgica e analgésica (AGUERO et al.,
2011; TIVERON et al., 2022). A ianganbina € uma lignana considerada biomarcador para a
Ocotea fasciculata, conhecida como Louro de Cheiro. Apesar de alguns estudos ja
demostrarem algumas propriedades farmacoldgicos para essa lignana, pouco se sabe sobre 0s
efeitos leishmanicida e imunomodulador da iangambina e de seu isdOmero a epi-iangambina.
Levando em consideracdo a importancia do estudo de isdmeros para o desenvolvimento de
medicamentos seguros e mais eficazes, neste estudo, contribuimos com a literatura cientifica
acerca do efeito desses compostos frente & infecgdo in vitro de macrofagos pelas L.
amazonensis e L. braziliensis. Assim, demonstramos pela primeira vez que o controle da
infeccdo por ambas as espécies de Leishmania pelas lignanas ndo se da via ativacao
macrofagica, pelo contrario, ambas as lignanas mostraram-se capazes de reduzir o perfil
inflamatdrio apresentado pelas células infectadas, enquanto reduzem a viabilidade intracelular

do parasito.

O controle da progressdo da Leishmaniose Cutanea (LC) depende da indugcdo de uma
resposta imune do tipo Th1, com producéo de citocinas pro-inflamatdrias, especialmente IL-12,
IFN-y, IL-1a € TNF-a, que levam a ativacdo de macrdéfagos. Os macréfagos ativados induzem
a expressdo da enzima iNOS que, por sua vez, catalisa a L-arginina em 0xido nitrico (NO), um
importante microbicida intracelular. Além disso, as células T CD8+ contribuem no controle do

LC por meio da atividade citotoxica e producdo de citocinas (como IFN-y). Por outro lado, a
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suscetibilidade a LC esta relacionada a uma resposta imune voltada para o tipo Th2 e T
reguladoras que se caracteriza pela producdo de citocinas anti-inflamatorias (como 1L-10, IL-4
e IL-13). As citocinas Th2 induzem a via da arginase | e consequente biossintese de
poliaminas, que contribuem para a proliferacdo e persisténcia do parasita (ABDOLLI, et al,
2017).

Embora a resposta Thl contribua para o controle da infeccdo por Leishmania,
principalmente por L. major, L. mexicana ou Leishmania amazonensis, assim como
Leishmaniose Visceral causada por L. donovani ou L. infantum, respostas Thl exacerbada
podem levar aos danos teciduais graves observados na LC, principalmente em relacdo a LC
causada por L. braziliensis (ABDOLI et al., 2017; BANERJEE et al., 2016; GONCALVES-
DE-ALBUQUERQUE et al., 2017; GONZALEZ et al., 2020). As infecgbes por
L. braziliensis sdo caracterizadas pela producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias como
IFNYy, TNF e IL-6 e apresentam niveis mais baixos de células Foxp3+ (linhagens reguladoras) e
IL-10 do que aquelas infectadas por outras espécies de Leishmania, como a L. amazonensis,
por exemplo, espécie que possui a tendéncia em desviar a resposta imune para o polo anérgico
(GONGALVES-ALBUQUERQUE, et al, 2017). Assim, compostos que apresentem efeito
leishmanicida, sem, contudo, induzir processos inflamatérios intensos, ao passo que estimula
processos antioxidantes e/ou anti-inflamatdrios que contribuam para um equilibrio entre as

respostas pro e anti-inflamatdria, sdo interessantes na terapéutica da Leishmaniose Cutéanea.

Neste estudo, nenhuma via de ativacdo celular foi associada ao efeito leishmanicida
observado pelos CLN-ANB, extrato glicolico de prdpolis verde EPP-AF® ou as lignanas
iangambina e epi-iangambina. Contudo, ndo podemos descartar a hipotese de efeito direto no
parasito pelos quatro compostos avaliados nesta tese. A anfotericina B € conhecida por possuir
efeito no parasito em concentragdes reduzidas, devido a sua afinidade pelo ergosterol do
parasito, cerca de 10 vezes maior que pelo colesterol encontrado em células mamiferas (ODDS
et al., 2003). Em estudo anterior, nosso grupo demonstrou a habilidade do extrato glicolico de
propolis EPP-AF® em reduzir a viabilidade celular de promastigotas de L. braziliensis, levando
a formas aberrantes do parasito apds tratamento. Ainda, observou-se reduzido nimero de
promastigotas recuperadas nos sobrenadantes das culturas celulares tratadas com o EPP-AF®,
evento acompanhado pela reducdo da producdo dos mediadores pr6 inflamatdrios 6xido nitrico,
superoxido e TNF-a, e com aumento de IL-10 e TGF-B (REBOUCAS-SILVA, et al, 2017).

Além disso, Monte Neto e colaboradores (2007) demonstraram que a iangambina foi capaz de
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reduzir a viabilidade de promastigotas de L. infantum e L. amazonensis em cultura axénica. Em
suma, o efeito direto no parasito intracelular pelos compostos supracitados deve ser levado em

consideracdo e necessita ser melhor investigado.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese investigou novas alternativas terapéuticas para o tratamento da leishmaniose
cutanea, patologia ainda endémica em paises subdesenvolvidos ou emergentes, como o Brasil,
e que possui terapias ultrapassadas e pouco acessiveis. Por afetar, principalmente, comunidades
em situacdo de vulnerabilidade econdmica e com acesso limitado a unidades de salde,
acreditamos em duas principais estratégias para aumentar o indice terapéutico das
leishmanioses: i) a oferta de tratamentos seguros, eficazes e baratos a toda populacéo; e ii) 0
desenvolvimento de tratamentos de facil administracdo, em comparacdo aos tratamentos
parenterais atualmente empregados na terapia dessa doenca, 0s quais obrigam os pacientes a se

deslocarem até uma unidade de saude com maior frequéncia.

Por ser o composto leishmanicida mais potente disponivel na préatica clinica, assim
como um dos medicamentos mais toxicos utilizados no tratamento antimicrobiano, a
Anfotericina B € uma molécula que ainda desperta interesse na comunidade cientifica, mesmo
apos mais de 60 anos de sua descoberta. As formulacbes lipidicas dessa molécula
possibilitaram a ampliacdo da sua indicacdo clinica para pacientes com diferentes perfis de
salde. Entretanto, é o seu alto custo que impede sua ampla utilizagdo no tratamento de doencas
como as leishmanioses. Nesse contexto, os CLN-AnB emergem como uma alternativa
promissora ao Ambisome® - formulac&o lipossomal de Anfotericina B que apresenta altas taxas
de eficécia frente a diferentes formas clinicas de leishmaniose, bem como reduzida toxicidade -
por se mostrar eficaz nos ensaios in vitro e in vivo, possuindo reduzido custo de produgdo. O
reduzido custo produtivo dessa nova formulagédo somado ao fato de que os CLN-AnB seriam
produzidos em territorio nacional, levaria também a um menor custo aquisitivo, além de

fomentar a inddstria farmacéutica nacional.

De forma semelhante, o estudo dos compostos naturais propolis verde EPP-AF® e das
lignanas iangambina e epi-iangambina promove a valorizacdo da biodiversidade brasileira na
triagem de compostos e moléculas bioativas. Acreditamos que a importancia do estudo desses
compostos reside ndo apenas na possibilidade de desenvolvimento de novos tratamentos mais
acessiveis economicamente aos governos e, como consequéncia, a toda populacdo, mas como
também fomentando mais investigacdes sobre 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos no
efeito bioldgico apresentado, abrindo novas possibilidades de desenvolvimento de farmacos

alvo-especificos.
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1. Introduction

Copyright © 2017 Jéssica Rebougas-Silva et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Treatments based on antimonials to cutaneous leishmaniasis (CL) entail a range of toxic side effects. Propolis, a natural compound
widely used in traditional medical applications, exhibits a range of biological effects, including activity against infectious agents.
The aim of this study was to test the potential leishmanicidal effects of different propolis extracts against Leishmania (Viannia)
braziliensis promastigotes and intracellular amastigotes in vitro. Stationary-phase L. (V) braziliensis promastigotes were incubated
with medium alone or treated with dry, alcoholic, or glycolic propolis extract (10, 50, or 100 ¢g/mL) for 96 h. Our data showed that all
extracts exhibited a dose-dependent effect on the viability of L. (V) braziliensis promastigotes, while controlling the parasite burden
inside infected macrophages. Dry propolis extract significantly modified the inflammatory profile of murine macrophages by
downmodulating TGF-f and IL-10 production, while upmodulating TNF-«. All three types of propolis extract were found to reduce
nitric oxide and superoxide levels in activated L. braziliensis-infected macrophages. Altogether, our results showed that propolis
extracts exhibited a leishmanicidal effect against both stages of L. (V) braziliensis. The low cell toxicity and efficient microbicidal
effect of alcoholic or glycolic propolis extracts make them candidates to an additive treatment for cutaneous leishmaniasis.

bacteria. Secondary bacterial infections in CL lesions are
responsible for pain, can prolong disease duration, increase

Leishmaniasis is a neglected vector-borne tropical disease
caused by obligate protozoan parasites of the genus Leishma-
nia [1-3]. Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common
form of leishmaniasis worldwide, representing 50-75% of
all new cases. According to the World Health Organization
(WHO), the number of CL cases is around 1-1.5 million
annually [4, 5]. In Brazil, Leishmania (V) braziliensis is the
etiological agent mainly responsible for CL [6]. The CL lesion
then ulcerates and may become secondarily infected with

tissue destruction, and result in increased scarring [7, 8].
Treatment of CL can be complex, and this disease may be
chronic and latent in the human host. Chemotherapy to treat
leishmaniasis has been based on the parenteral administra-
tion of pentavalent antimonials for more than 60 years [9].
These compounds are highly toxic and expensive and have
been associated with drug resistance [1]. Amphotericin B
and Paromomycin, two other currently available second-line
antileishmanial treatments [10, 11], also present significant
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shortcomings with regard to toxicity, cost, and duration of
treatment. In this context, the search for new, safer, and more
effective formulations [12], including substances from natural
sources, offering less expensive and less toxic treatment
options is urgently needed [13].

Propolis, a natural compound produced by Apis mellifera
honeybees, has been widely used in traditional applications
[14]. This substance has shown promising results against
different infectious agents and exhibits a broad spectrum
of biological properties [15-18]. The chemical composition
of propolis is dependent on the biodiversity of each area
visited by bees, as well as the method of extraction. These can
influence the quantity and makeup of the specific biologically
active compounds present in each sample, potentially leading
to a range of biological effects [19, 20].

Previous studies using alcoholic and glycolic EPP-AF®
extracts showed a potential antibacterial and antifungal effect
in in vitro and in vivo models against Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Staphy-
lococcus epidermidis (ATCC 14990) [21], Saccharomyces cere-
visiae [22], and Candida albicans [23]. Berretta et al. [24] also
showed the ability of glycolic extract to improve skin wound
healing, such as in rat models of burn injury. Furthermore,
a recent study also showed the ability of alcoholic propolis
extract to inhibit the inflammasome, a key function mediated
by the innate immune system, by reducing IL-1f3 secretion in
mouse macrophages and decreasing the activation of caspase-
1[25].

Previous reports have shown that propolis extracts,
mainly alcoholic extract, exhibit prominent microbicidal
effects in vitro against Leishmania parasites, as well as
reduced lesion size during experimental infection [26-30].
The present study shows for the first time a comparison of the
potential leishmanicidal effect among distinct presentations
of green propolis extracts, against promastigotes and intracel-
lular amastigotes of Leishmania (V.) braziliensis. Uncovering
which type of excipient and chemical presentation produces
the extract with most potent leishmanicidal effect is criti-
cal for development of more effective adjunct therapies to
patients with poor response to conventional antimicrobial
treatment.

2. Methodology

2.1. Material and Reagents. Purified water (Milli-Q), HPLC
grade methanol (J. T. Baker, L. 9093-68), formic acid
(Vetec, L.0804789), caffeic acid (Fluka, L. 43706045), p-
coumaric acid (Fluka, L.3250759), cinnamic acid (Fluka,
L.21907066), isosakuranetin (ChromaDex), Artepillin C
(Wako, L. 016.19131), 3,4-dicaffeoylquinic acid (Phytolab; L.
13672938; 290,0% de purity), 3,5-dicaffeoylquinic acid (Phy-
tolab; L. 13672946; >90,0% of purity), 4,5-dicaffeoylquinic
acid (Phytolab; L. 13672903; >90,0% purity), gallic acid
(Synth, L.109250), sodium bicarbonate (Vetec, L.0906112),
and aromadendrin-4'O-methyl ether were previously iso-
lated, identified, and [31] kindly provided by the authors.
High performance liquid chromatography (HPLC) was per-
formed using a Shimadzu chromatograph equipped with a
CBM-20A controller, LC-20AT quaternary pump, an SPD-M
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diodes 20A array detector, a Shimadzu Shim-Pack column
CLC-ODS (M) (4.6 mm x 250 mm, 5 mm particle diameter,
pore diameter, 100 A), and Shimadzu LC software version 1.21
SP1. Schneider’s insect medium, lipopolysaccharide (LPS),
Acridine Orange, Ethidium Bromide, IFN-y, and hydroxy-
lamine were obtained from SIGMA-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Inactive fetal bovine serum (FBS), RPMI medium,
penicillin, and Amphotericin B were purchased from GIBCO
(Carlsbad, CA, USA). Streptomycin, L-glutamine, and Ala-
mar Blue® were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). In addition, macrophage colony stimulating factor (M-
CSF) was purchased from PEPROTECH (Rocky Hill, NJ,
USA), mouse TNF-alpha and TGF-beta 1 Quantikine ELISA
kits were obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN),
and a superoxide dismutase activity assay kit was purchased
from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan).

2.2. Propolis Extract Preparation. Standardized alcoholic
propolis extract (Batch 1402110) (PSE), glycolic propolis
extract (Batch 1480210) (PGE), and water-soluble propolis
dry extract (Batch 9050213) (PSDE) were produced by Apis
Flora (Ribeirao Preto/SP-Brazil) by formulating a mixture of
raw propolis materials [24]. These “blends” of raw propolis
material were made to effectively standardize the qualitative
and quantitative chemical composition of all batches, that is,
ensuring reproducibility, since the compounds and concen-
trations of substances present in propolis vary in accordance
with each geographical region of production (the states of
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina, and Rio
Grande do Sul) [24].

To prepare the three different extracts, a mixture of raw
propolis materials was first kept in a freezer for 12 hours and
then reduced to a fine powder under maceration. To obtain
each type of extract, standardized crude propolis material
was initially extracted using an alcohol solution (7:3) in a
dynamic maceration process, followed by percolation and
filtration. Propolis glycolic extract (PGE) was obtained from
standardized alcoholic propolis extract after evaporation of
the ethanol portion and the addition of propylene glycol.
The alcoholic and glycolic extracts contained 11% w/v of
propolis dry matter. The dry propolis extract was obtained via
a concentration of alcoholic extract containing around 80%
of propolis dry material, followed by alkaline hydrolysis and
conversion in aqueous extract by slowly adding heated puri-
fied water. The hydrolysis process following the evaporation
of the hydroalcoholic solvent resulted in the ionization of the
compounds found in propolis, transforming them into water-
soluble structures (aqueous extract) [32]. Maltodextrin, at
a ratio of 7:3 (propolis: maltodextrin by dry weight), was
added and mixed under stirring and then is dried using a
spray drying process.

2.3. HPLC Chemical Characterization. The propolis extracts
were quantitatively analyzed on high performance liquid
chromatography (HPLC). The mobile phase consisted of
a gradient of methanol and acidified water with formic
acid (0.1% v/v) ranging from 20% to 95%, for a runtime
of 77 minutes at a flow rate of 0.8 mL/min. The detection
wavelength was set at 275nm [24]. To assess the flavonoid



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

content in the extracts, the aluminium chloride method was
employed as previously described by Woiskya and Salantino
[33]. All samples were prepared in accordance with the mass
and dilutions necessary to quantification in the analytical
curve.

2.4. Biological Assay

2.4.1. Ethics Statement. Male BALB/c mice aged 6-8 weeks
were obtained from the animal care facility at CPqGM/
FIOCRUZ, located in the city of Salvador, Bahia, Brazil. All
animal experimentation was conducted in accordance with
the Guidelines for Animal Experimentation as established by
the Brazilian Council for Animal Experimentation Control
(CONCEA). The present study received approval from the
local institutional review board (CEUA) (protocol: CEUA-
015/2015-CPqGM/FIOCRUZ).

2.4.2. Parasites. Leishmania Viannia braziliensis (MHOM/
BR/01/BA788) parasites were cultured in Schneider’s insect
medium supplemented with 10% inactive fetal bovine serum
(FBS), 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and
2 mM L-glutamine in 25 cm? flasks at 24°C for seven days.

2.4.3. L. (V) braziliensis Promastigote Viability Assay. Station
ary-phase L. (V.) braziliensis promastigotes (2 x 10°/mL) were
cultivated in supplemented Schneider medium (as described
above) alone or in the presence of three concentrations (10,
50, and 100 ug/mL) of dry, alcoholic, or glycolic propolis
extract. Amphotericin B (0.25 ug/mL) was used as a positive
control. All cultures were incubated for 120 hours at 24°C,
after which the number of viable promastigotes was deter-
mined by direct counting performed daily in a Neubauer
Chamber.

2.4.4. Fluorescence Microscopy. Stationary-phase L. (V.) bra-
ziliensis promastigotes (5 x 10°/mL) were cultured in supple-
mented Schneider medium (as described above) alone or in
the presence of dry, alcoholic, and glycolic propolis extract
(50 pug/mL) for 96 h at 24°C. Treatment with Amphotericin
B (0.5ug/mL) was used as positive control. The samples
were mounted on cytospin slides to fluorescence microscopy.
A solution containing 100 ug/mL Acridine Orange and
100 ug/mL Ethidium Bromide was prepared as previously
described and added to the slides containing promastigotes
[34, 35]. Parasite staining was assessed using a fluorescence
microscope (OLYMPUS, Japan). Parasite promastigotes were
considered alive when positively stained by Acridine Orange,
while Ethidium Bromide staining was used to detect dead
cells.

2.4.5. Scanning Electron Microscopy. Stationary-phase L. (V)
braziliensis promastigotes (5 x 10°/mL) were cultured in
supplemented Schneider medium (as described above) with
dry, alcoholic, and glycolic propolis extracts (50 ug/mL) for
96 h at 24°C. Supplemented Schneider medium was used as
a control. The samples were then attached to coverslips and
fixed in a solution containing 2.5% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH =

7.4). After fixation, cells were washed in cacodylate buffer and
postfixed with 1% osmium tetroxide. All samples were then
dehydrated in an ethanol series (70, 80, 90, and 100°GL). Cells
were finally dried by the critical point method, mounted on
stubs, coated with gold (20-30 nm), and observed in a Jeol
JSM 6390LV scanning electron microscope.

2.4.6. Transmission Electron Microscopy. Stationary-phase L.
(V.) braziliensis promastigotes (10’/mL) were cultured in
Schneider’s medium with dry extract and alcoholic and
glycolic propolis extracts (50 yg/mL) for 96 h. Supplemented
Schneider medium was used as a control. All samples were
fixed and postfixed as described above. Cells were then
dehydrated in an acetone series (70, 80, 90, and 100°GL) and
embedded in Polybed resin. Ultrathin sections were mounted
on 300-mesh grids, stained with 5% uranyl acetate and lead
citrate, and then observed using a Jeol Jem 1230 transmission
electron microscope.

2.4.7. Macrophage Toxicity Assay. Human macrophages (3
x 10°/well) were isolated from peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) of healthy donors by Ficoll gradient
centrifugation and plastic adherence and then allowed to
differentiate into macrophages in vitro (7 days), with RPMI
medium supplemented with 10% FBS, 100 U/mL penicillin,
100 mmg/mL streptomycin, and 2mM L-glutamine and
50 nM of M-CSE.

Bone marrow-derived murine (BMM) cells were har-
vested from BALB/c mice femurs and cultured at 37°C under
5% CO, for 7 days in RPMI medium supplemented with
20% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and
2mM L-glutamine and 30% L1929 cell culture supernatant
as a source of macrophage colony stimulating factor. Next,
differentiated BMMs were detached from the plate using cold
saline solution. BMM:s (10° /well) were plated in 96-well plates
and cultured at 37°C under 5% CO, in RPMI-supplemented
medium for 24 hours.

Human and BMMs uninfected macrophages were then
treated with either dry extract and alcoholic or glycolic
propolis extracts at varying concentrations (10, 50, and
100 pg/mL) at 37°C for 48 h. Next, the cells were reincubated
for another 4 h with supplemented RPMI medium containing
10% Alamar Blue. The reagent absorbance was read at
570 nm and 600 nm using a spectrophotometer (SPECTRA
Max 190). Hydrogen peroxide (H,0,) was used as positive
control.

2.4.8. Macrophage Infection. Human and BMM monocytes
were isolated as described above and 2 x 10°/cells per well
were seeded in 96-well plates. Macrophages were infected
(10:1) with stationary-phase Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) promastigotes for 24 h and treated
with varying concentrations (10, 50, and 100 yg/mL) of one
of the three propolis extracts for 48 h. Next, the medium was
replaced with 0.2mL of supplemented Schneider medium.
Cells were then cultured at 24°C for an additional five days
and the number of viable parasites was determined by direct
counting. Amphotericin B (0.25 yg/mL) was used as positive
control.
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TaBLE 1: Chemical characterization of propolis samples.

Compounds Alcoholic (mg/g) Glycolic (mg/g) Dry (mg/g)
Caffeic acid 0.215 + 0.001 0.200 £ 0.001 0,642 + 0.032
p-Coumaric acid 1.315 + 0.008 1.272 £ 0.006 1.037 £ 0.003
3,5-Dicaffeoylquinic acid 1.617 + 0.020 1.703 + 0.017 0.696 + 0.019
4,5-Dicaffeoylquinic acid 3.732£0.231 2.488 +0.031 1.422 + 0.012
Cinnamic acid 0.306 + 0.014 ND 0.029 = 0.001
Aromadendrin 0.955 + 0.028 0.479 £ 0.027 0.064 + 0.007
Drupanin 3.254 £ 0.060 2,993 +£0.148 2.167 £ 0.008
Artepillin C 5.329 + 0.077 4.675 £+ 0.182 7.076 + 0.040
Baccharin 0.500 + 0.026 0.452 + 0.045 0.907 + 0.007
Total flavonoids 5.794 £ 0.017 6.625 + 0.026 4,744 + 0.359

Alcoholic and glycolic extract contained 11% w/v of propolis dry matter (n = 3). Data shown represent mean and SD values. ND: not detected.

2.4.9. Quantification of Inflammatory and Oxidative Stress
Mediators. BMMs (10°/well) were stimulated with IFN-y
(100 UI/mL) for 24h and infected with L. (V) braziliensis
stationary-phase promastigotes (10”/well) for another 24 h.
The macrophages were then washed to remove any nonin-
ternalized parasites, the RPMI cell medium was replaced,
and IFN-y stimulation was reapplied together with 50 pg/mL
of dry extract and alcoholic or glycolic propolis extract for
48h [13, 36]. Next, culture supernatants were collected. The
Griess reaction was used to measure nitric oxide (NO) and
superoxide (O, ") production. O,  production was assessed
by adding hydroxylamine (0.5 mM) to infected macrophages,
which converts superoxide into nitrite [37]. Background lev-
els of nitrite generated by the release of NO were determined
in parallel with O,~, without the addition of hydroxylamine
[13]. Superoxide dismutase (SOD) activity was determined
using an SOD activity assay kit. Production of IL-10, TGF-
B, and TNF-« was evaluated using a Quantikine ELISA kit in
accordance with manufacturer instructions.

2.4.10. Statistical and Data Analyses. Data are presented as
the mean + standard deviation (SD) from experiments
performed in quintuplicate. GraphPad Prism Software 5.0
(GraphPad, San Diego, CA) was used for all data analyses. The
Kruskal-Wallis nonparametric test with Dunn’s posttest was
used for multiple comparisons. Linear trend ad hoc analysis
was used to evaluate statistical significance among the groups,
considered when p < 0.05.

3. Results

3.1. Chemical Characterization of Standardized Propolis
Extracts. The chemical compounds found in each type of
extract, following normalization to 11% of propolis dry
matter, are listed in Table 1. Alcoholic extract presented
higher values for each compound, except Artepillin C, bac-
charin, and total flavonoids as quercetin (5.329, 0.500, and
5.794 mg/g resp.). Glycolic extract showed the highest values
of 3,5-dicaffeoylquinic acid (1.703 mg/g) and total flavonoids
(6.625 mg/g), while dry extract (dryness) showed markedly
more caffeic acid (0.642 mg/g), Artepillin C (7.076 mg/g), and
baccharin (0.907 mg/g).

3.2. Exposure to Propolis Extract Reduces the Viability of Leish-
mania (V.) braziliensis Promastigotes. To analyze the direct
effect of each type of propolis extract on parasite viability,
stationary-phase L. (V.) braziliensis promastigotes were incu-
bated with one of three extracts: dry, alcoholic, and glycolic
extract at different concentrations (10, 50, and 100 yg/mL) for
96 h. The viability assay (Figures 1(a)-1(c)) showed a dose-
dependent reduction in the number of viable promastigotes
in comparison with untreated controls, as demonstrated by
analysis of the Area under the Curve (Figures 1(d)-1(f)).
The propolis extracts used at 50 yg/mL and 100 ug/mL con-
centrations demonstrated significant leishmanicidal effect in
comparison to untreated controls (Figure 2). The following
reductions in promastigotes were observed at treatment
concentrations of 10, 50, and 100 ug/mL, respectively, in
comparison to untreated parasites (123 + 15.6): dry extract:
58.3% (58.3+21.8), 98.5% (1.7+0.19), and 99.5% (0.5 +0.14);
alcoholic extract: 65.9% (41.9 + 13.6), 82.6% (21.4 + 1.8),
and 98.8% (1.3 + 0.05); glycolic extract: 67.7% (39.7 £ 3.5),
96.7% (3.96 + 0.16), and 99.5% (0.6 + 0.03). Treatment with
Amphotericin B (0.25 yug/mL), used as positive control for
leishmanicidal activity, completely eliminated all parasites
after 24 h of treatment (data not shown).

The propolis extract treatment concentration was stan-
dardized at 50 ug/mL for subsequent promastigote experi-
mentation and analysis. Moreover, fluorescence microscopy
employing double staining with Acridine Orange/Bromide
Ethidium (OA/BE) (Figure 3) revealed that no significant cell
death was observed in the untreated control group (medium),
whereas all types of propolis extract (50 ug/mL), as well as
the positive control (Amph. B), successfully killed L. (V)
braziliensis in vitro (Figure 3).

3.3. Morphological and Ultrastructural Analyses of Treated
Leishmania (V.) braziliensis Promastigotes. Scanning elec-
tron microscopy (SEM) was employed to document morpho-
logical changes induced by treatment with propolis extract.
Normal morphology was preserved in untreated parasites
(Figures 4(a) and 4(b)), for example, stable cell surfaces,
typically elongated shapes, and longer flagella. On the other
hand, parasites treated with each type of propolis extract
(50 pg/mL) exhibited marked morphological changes, such
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as cell shrinkage and rounded forms, in addition to irregular
surface protrusions and indentations in the plasma mem-
brane (Figures 4(c)-4(h)).

Transmission electron microscopy (TEM) was used to
investigate ultrastructural changes in treated L. (V) brazilien-
sis promastigotes (Figure 5). Analysis by TEM showed that
control parasites retained normal morphology, with clearly
defined membranes, preserved nuclei, Golgi complex, and
flagellar pocket. In contrast, the parasites treated with alco-
holic and glycolic extracts showed electron-dense gran-
ules in the cytoplasm without well-demarcated cytoplasmic
organelles, suggestive of cell death. The parasites treated with
dry extract showed less-marked morphological alterations,
with irregular cell surfaces and an increased density of
electron-dense granules in comparison to untreated pro-
mastigotes.

3.4. Macrophage Viability and the Leishmanicidal Effects
of Propolis Extract on Human and Murine Macrophages
In Vitro. Cell viability was unaffected by each concentra-
tion propolis extract tested, as assayed by Alamar Blue,
in human (Figure 6(a)) and BALB/c murine macrophages
(Figure 6(b)).

The leishmanicidal effect of varying concentrations (10,
50, and 100 ug/mL) of the three propolis extracts (dry,
alcoholic, and glycolic extract) was evaluated in human
and BALB/c macrophages infected with L. (V.) braziliensis
(Figure 7). A significant reduction in the number of viable
promastigotes recovered from infected cells was observed
in human macrophages treated with alcoholic or glycolic
extract, in comparison to untreated cells. The propolis extract
treatment concentration was standardized at 50 ug/mL for all
subsequent macrophage experimentation and analysis.
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3.5. Inflammatory Mediator Production in Response to Propo-
lis Extract Treatment in L. (V) braziliensis-Infected Murine
Macrophages. Cytokine production by unstimulated, or INF-
y-activated, infected murine macrophages was assessed in
vitro (Figure 8). Similar levels of IL-10 and TNF-« were seen
in unstimulated infected macrophages treated with alcoholic
and glycolic extracts, without statistical significance in rela-
tion to untreated infected cells. In contrast, the unstimulated
infected macrophages treated with dry extract exhibited
downmodulated IL-10 but upregulated TNF-« production,
when compared to untreated infected cells. Additionally,
increased IL-10 production was observed in the INF-y-
activated L. (V) braziliensis-infected macrophages treated
with glycolic extract in comparison to activated infected
controls. Finally, dry extract was observed to downmod-
ulate TGF-f3, but upregulate TNF-a production, in INF-
y-activated infected macrophages, compared to activated
infected controls (Figure 8).

3.6. Antioxidant Effects of Propolis Extract in L. (V)
braziliensis-Infected Murine Macrophages. All three types
of propolis extract were found to reduce nitric oxide and
superoxide levels in activated L. (V) braziliensis-infected
macrophages (Figure 9). Moreover, glycolic extract was
observed to significantly increase SOD activity in both non-
activated and activated L. (V) braziliensis-infected macro-
phages, while alcoholic extract significantly increased SOD
activity only in activated L. (V) braziliensis-infected macro-
phages, all in comparison to INF-y-activated infected
macrophages.

4, Discussion

Propolis, a complex and resinous substance composed of
variable vegetable sources and honeybee secretions [20, 38],
has a broad spectrum of biological effects and, therefore,
has attracted the attention of scientists as an alternative to
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Magnification: 1000x.

traditional treatment in several diseases [15, 39]. Several
studies have shown antileishmanial effects in vitro and in
vivo in Leishmania parasites using murine models employing
propolis extracts from different sources, including propolis
from Parana, red propolis from Alagoas, and green propolis
from Minas Gerais in Brazil [14, 26, 27, 40-43].

The chemical composition of propolis varies greatly in
accordance with the climatic conditions and local flora at
the site of collection [15, 28-30], in addition to the method
of extraction. Here, we used standardized green propolis
presented in three different pharmaceutical preparations: dry,
alcoholic, and glycolic extract. The most prevalent chemical
components detected were phenolic acids (e.g., p-coumaric
acid, drupanin, Artepillin C, caffeic acid, and baccharin),
which is consistent with previous reports [21, 44-46]. More-
over, Artepillin C, a characteristic compound found in Brazil-
ian green propolis, was the primary component found in the
propolis extracts utilized herein. Phenolic compounds have
been associated with antimicrobial, antioxidant, trypanoci-
dal, and antitumoral activities [44, 47-52]. Previous studies
have demonstrated the antileishmanial effects of p-coumaric
acid and quercetin in in vitro and in vivo models [53, 54].
Herein, the levels of p-coumaric acid were found to be similar
in all extracts evaluated, while total flavonoid content was
higher for glycolic and alcoholic extracts (Table 1). Although
it is extremely important to elucidate the chemical com-
position of propolis, its distinct pharmacological activities
are considered complex and may be the result of synergistic
interactions among various chemical compounds [55].

All propolis extracts demonstrated a direct effect against
the proliferation of axenic promastigotes. The dosage of
50 ug/mL was shown to reduce parasite viability, verified
by fluorescent double staining with Acridine Orange and
Ethidium Bromide. Furthermore, the alcoholic and glycolic

extracts were also shown to induce morphological and ultra-
structural changes in parasites, whereas dry extract was only
able to induce morphological changes. Similar morphological
and ultrastructural changes consistent with decreased cell
viability have been previously reported, suggestive of an
apoptosis-like process induced by drugs traditionally used to
treat leishmaniasis [56, 57].

None of the three propolis extracts exhibited any cyto-
toxic effects on BMMs or human cells after 48 h of treatment,
as determined by the Alamar Blue assay. Importantly, in in
vitro infection, all propolis extracts were shown to reduce
L. (V) braziliensis burden in a dose-dependent manner. This
finding is in agreement with previous reports that obtained
propolis from different sources [19, 41, 58]. Moreover, treat-
ment with alcoholic and glycolic extracts was shown to be
more effective at reducing parasite numbers than dry extract,
perhaps due to the distinct chemical compositions among
these extracts.

The L. (V) braziliensis-infected macrophages treated with
propolis extract were shown to modulate the production
of inflammatory mediators, as well as markers of oxidative
stress. Dry propolis extract significantly modified the inflam-
matory profile of murine macrophages by downmodulating
TGF-B and IL-10 production, while upmodulating TNEF-
«. TGF-f and IL-10 are known to play an important role
in macrophage deactivation, leading to increased parasite
load in experimental models of L. (L) amazonensis, L. (V)
braziliensis, and L. (L) major infection [59-62]. In addition,
dos Santos Thomazelli et al. [63] reported an immunomod-
ulatory effect by treatment with hydroalcoholic propolis
extract on PBMCs from CL patients, as well as on PBMCs
from healthy donors infected or not with Leishmania (V)
braziliensis, in which the extract was shown to increase IL-4
and IL-17, while decreasing IL-10 levels.
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FIGURE 4: Scanning electron microscopy of morphological changes in L. (V) braziliensis promastigotes. Parasites were treated with either
medium alone or dry, alcoholic, or glycolic extracts of propolis (50 pg/mL) for 96 h. Image amplifications show scale bar representative of
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FIGURE 5: Transmission electron microscopy of ultrastructural changes and cell death in L. (V) braziliensis promastigotes. Parasites were
treated with either medium alone or dry, alcoholic, or glycolic extracts of propolis (50 yg/mL) for 96 h. Nucleus (N). Flagellum (F). Scale bars

represent 1 yum.

have demonstrated that increases in TNF-« and superoxide
production effectively decrease parasite load, resulting in
the elimination of L (V). braziliensis in vitro [64]. All of
the extracts herein confirmed the antioxidant effects of

The generation of reactive oxygen species (ROS), espe-
cially superoxide, and tumor necrosis factor-alpha (TNF-
«) had both been shown to play an important role in
the control of cutaneous leishmaniasis. Previous reports
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FIGURE 7: Evaluation of viability of promastigotes recovered from L. (V) braziliensis-infected macrophages. Human (a) and murine (b)
macrophages infected for 24 h with L. braziliensis, treated with medium alone or with dry, alcoholic, or glycolic extracts of propolis (10,
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followed by Dunn’s posttest, was used to compare among experimental groups (“P < 0.05, ** P < 0.01, and """ p < 0.001).

propolis, as evidenced by significant decreases in nitric
oxide and superoxide production [65-69]. In addition, our
results showed increased superoxide dismutase (SOD) activ-
ity following treatment by alcoholic and glycolic extracts.
Pronounced SOD-1 expression levels were also detected in

biopsies from New World cutaneous leishmaniasis patients
[70]. The results presented herein demonstrate that different
presentations of propolis extract reacted differently against
L. (V) braziliensis. Numbers of intracellular amastigotes were
reduced following treatment of infected host cells with dry



10

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

80 —
500 *
[
60 400 -
= E‘ 300 -
FD =To) * 3k
840 & ]
S 3
. =
—
= Z 200
20
100 —
0 - 0
IFN-y - - - - - + + + + IFN-y - - - - - + + + +
b - + + + + + + + + b - + + + + + + + +
[ Uninfected control [ Alcoholic 50 pg/mL [ Uninfected control [ Alcoholic 50 pg/mL
Il Infected control I Glycolic 50 pg/mL Il Infected control I Glycolic 50 pug/mL
I Dry 50 ug/mL I Dry 50 ug/mL
(a) (b)
1000 — * ok
1
800
3 600
£
o0
&
=
S 400
H
200 —
ND ND ND ND
0—— T T T T
IFN-y - - - - - + + + +
b - + + + + + + + +

[ Uninfected control
Il Infected control
I Dry 50 pg/mL

I Alcoholic 50 pg/mL
I Glycolic 50 pg/mL

(c)

FIGURE 8: Modulation of cytokine production by propolis extract treatment. Quantification of inflammatory mediators secreted by propolis
extract-treated L. (V) braziliensis-infected macrophages, stimulated by IFN-y or not, and measured in cellular supernatant, as described
in Materials and Methods: (a) interleukin-10 (IL-10), (b) Transforming Growth Factor (TGF-f3), and (c) tumor necrosis factor (TNF-«). The
Kruskal-Wallis nonparametric test, followed by Dunn’s posttest, was used to compare among experimental groups (P < 0.05and ** P < 0.01).



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 1

40 ¥k 15 4 * %
1 1
* *
U 1
30
10
20 - S
s €
3. 5}
b pe]
] =t
& e
w
4 5
50 —
*
(.
2.5
0.0 - 0 -
IFN-y - - - - - + + + + IEN-y - - - - - + + + +
Lb - + + o+ o+ + 0+ o+ 4+ b - + + + + + + + +
[ Uninfected control [l Alcoholic 50 yg/mL [ Uninfected control [l Alcoholic 50 yg/mL
Il Infected control I Glycolic 50 pg/mL Il Infected control I Glycolic 50 pug/mL
[ ] Dry 50 ug/mL [ ] Dry 50 ug/mL
(a) (b)
0.05 *
* %
1
*
0.04
g
= 0.03
2
find
=
g
S 002 -
O
w
0.01
0.00 -
IFN-y - - - - - + + +
Lb - + + + + + + +
[ Uninfected control [ Alcoholic 50 pg/mL
Il Infected control I Glycolic 50 ug/mL

I Dry 50 ug/mL
(0)

FIGURE 9: Modulation of oxidative response by propolis extract treatment. Quantification of mediators of oxidative stress released by propolis
extract-treated (V) braziliensis-infected macrophages, stimulated by IFN-y or not, and measured in cellular supernatant, as described in
Materials and Methods: (a) nitric oxide; (b) superoxide; (c) superoxide dismutase (SOD) activity. The Kruskal-Wallis nonparametric test,
followed by Dunn’s posttest, was used to compare among experimental groups (P < 0.05 and **p < 0.01).
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extract, which was shown to produce greater levels of TNF-«
than murine macrophages treated with alcoholic and glycolic
propolis extract. This is suggestive of host cell activation,
which may have led to parasite killing via the TNF-« pathway.
Furthermore, host cells treated with the alcoholic and glycolic
extracts both were shown to effectively reduce the number of
amastigotes, similarly to the dry extract, but with significant
increases in SOD, which is indicative of the downmodulation
of the oxidative stress response. Further investigations are
warranted to elucidate the underlying mechanisms by which
the alcoholic and glycolic extracts act upon specific pathways,
potentially offering both control of parasite burden and an
anti-inflammatory effect.

5. Conclusions

Our findings demonstrate that propolis induced-inflam-
matory imbalance involving cytokines and oxidative response
hallmarks the outcome of Leishmania infection. This would
be extremely beneficial in the context of CL treatment, due to
the high inflammatory profile of this disease, which leads to
severe tissue damage.
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Abstract

Propolis is a natural product with many demonstrated biological activities and propolis
extract has been used in the food, pharmaceutical and cosmetics industries. Different works
have showed the variations in the chemical composition, and consequently, on the biological
activity of the propolis that are associated with its type and geographic origin. Due to this
study evaluated propolis extracts obtained through supercritical extraction and ethanolic
extraction (conventional) in three samples of different types of propolis (red, green and
brown), collected from different regions in Brazil (state of Bahia). Analyses were performed
to determine the humidity, water activity, the content of total ash, proteins, lipids and fiber in
raw propolis samples. The content of phenolic compounds, flavonoids, in vitro antioxidant
activity (DPPH), catechin, ferulic acid and luteolin and antimicrobial activity against two bac-
teria (Staphylococcus aureus and Escherichia coli) were determined for all extracts. For the
green and red ethanolic extracts the anti-leishmanicidal potential was also evaluated. The
physicochemical profiles showed agreement in relation to the literature. The results identi-
fied significant differences among the extracts (p>0.05), which are in conformity with their
extraction method, as well as with type and botanical origin of the samples. The extraction
with supercritical fluid was not efficient to obtain extracts with the highest contents of antioxi-
dants compounds, when compared with the ethanolic extracts. The best results were shown
for the extracts obtained through the conventional extraction method (ethanolic) indicating a
higher selectivity for the extraction of antioxidants compounds. The red variety showed the
largest biological potential, which included the content of antioxidants compounds. The
results found in this study confirm the influence of the type of the raw material on the compo-
sition and characteristics of the extracts. The parameters analysis were important to
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Abstract: Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is a common cause of chronic liver disease in
childhood and strongly associated with obesity. Routine biochemical non-invasive tests remain with
low accuracy for diagnosis of NAFLD. We performed a cross-sectional study to examine potential
associations between anthropometric and biochemical parameters, specially TGF-5, a prognosis
marker for hepatic steatosis (HS). Between May and October 2019, seventy-two overweight adolescents
were enrolled, of which 36 had hepatic steatosis. Hepatic, lipidic and glycemic profiles, and levels of
vitamin D, ferritin and TGF-f3 were analyzed. Hierarchical cluster and a discriminant model using
canonical correlations were employed to depict the overall expression profile of biochemical markers
and the biochemical degree of perturbation. Median values of alanine aminotransferase (ALT),
gamma glutamyl transpeptidase (GGT), and TGF-3 were higher in the adolescents with HS. Values
of body mass index (BMI)/age and ALT, but not of TGF-[3, were gradually increased proportionally to
augmentation of steatosis severity. In a multivariate analysis, TGF-3 plasma concentrations were
associated with occurrence of hepatic steatosis independent of other covariates. Discriminant analysis
confirmed that TGF-p concentrations can identify HS cases. Our data reveal that HS patients exhibit
a distinct biosignature of biochemical parameters and imply TGF-§ as an important biomarker to
evaluate risk of steatosis development.

Keywords: non-alcoholic fatty liver disease; pediatric obesity; transforming growth factor beta;
systemic biochemical perturbation; transaminases; cross-sectional studies
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signature of TB disease risk,
diagnosis and treatment response
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Improved tuberculosis diagnostics and tools for monitoring treatment response are urgently needed.
We developed a robust and sirmple, P'CR-based host-bloed transcriptomic signature, RISKS, for multiple
applications: identifying individvals at risk of incident disease, as a screening test for subclinical

or clinical tuberculosis, and for menitoring tuberculesis treatment. RISKS utility was validated by

blind prediction using quantitative real-time (gRT) PCR in seven independent cohorts. Prognostic
performance significantly exceeded that of previcus signatures discowered in the same cohort.
Performance for diagnosing subdinical and clinical disease in HIV-uninfected and HIV-infected persons,
assessed by area under the receiver-operating characteristic curve, exceeded B5%. As a scareening test
for tuberculosis, the sensitivity at 30% specificity met or approached the bendimarks set out in World
Health Organization target product profiles for non-sputum-based tests. RISKG scores correlated with
lung immunopathology activity, measured by positron emission tomographry, and tracked treatment
response, demoenstrating utility as treatment response biomarker, while predicting treatment failure
prior to treatment initiation. Performance of the test in capillary blood samples collected by finger-prick
was noninferier to venous bloed collected in PAXgene tubes. These results support incorporation of
RISKE into rapid, capillary blood-based point-of-care PCR devices for prospective assessment in field
studies.
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Background: There are scarce data on the prevalence and disease presentation of
HIV in patients with tuberculosis (TB) and dysglycemia (diabetes [DM] and prediabetes
[PDM)]), especially in TB-endemic countries.

Methods: We assessed the baseline epidemiological and clinical characteristics of
patients with culture-confirmed pulmonary TB, enrolled in a multicenter prospective
cohort in Brazil (RePORT-Brazil) during 2015-2019. Dysglycemia was defined by
elevated glycated hemoglobin and stratified as PDM or DM. Additionally, we used data
from TB cases obtained through the Brazilian National Notifiable Diseases Information
System (SINAN), during 2015-2019. In SINAN, diagnosis of diabetes was based on
self-report. Logistic regression models were performed to test independent associations
between HIV, dysglycemia status, and other baseline characteristics in both cohorts.

Results: In the RePORT-Brazil cohort, the prevalence of DM and of PDM was 23.7
and 37.8%, respectively. Furthermore, the prevalence of HIV was 21.4% in the group of
persons with TB-dysglycemia and 20.5% in that of patients with TBDOM. In the SINAN
cohort, the prevalence of DM was 9.2%, and among the TBDM group the prevalence
of HIV was 4.1%. Logistic regressions demonstrated that aging was independently
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