UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

LEONARDO LIMA CARDOSO

AVALIACAO DAATIVIDADE IMUNOMODULADORA DA QUERCETINA NA
INFECCAO DE MONOCITOS POR LEISHMANIA (LEISHMANIA) INFANTUM

Jodo Pessoa

2025



LEONARDO LIMA CARDOSO

AVALIACAO DAATIVIDADE IMUNOMODULADORA DA QUERCETINA NA
INFECCAO DE MONOCITOS POR LEISHMANIA (LEISHMANIA) INFANTUM

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos da Universidade
Federal da Paraiba, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.

Orientadora: Profa. Dra. Tatjana Keesen de
Souza Lima.

Coorientadora: Dra. Fernanda Silva
Almeida.

Jodo Pessoa

2025



Catalogacao na publicacao
Secao de Catalogacao e Classificacao

C268a Cardoso, Leonardo Lima.

Avaliacao da atividade imunomoduladora da quercetina
na infeccao de mondcitos por Leishmania (Leishmania)
infantum / Leonardo Lima Cardoso. - Joao Pessoa, 2025.

Y R £ 2

Orientacao: Tatjana Keesen de Souza Lima.
Coorientacao: Fernanda Silva Almeida.
Dissertacao (Mestrado) - UFPB/CCS.

l. Leishmaniose. 2. Flavonoides. 3. Citotoxicidade.
4. Imunomodulacao. I. Lima, Tatjana Keesen de Souza.
I1. Almeida, Fernanda Silva. III. Titulo.

UFPB/BC CDU 616.993.161 (043)

Elaborado por RUSTON SAMMEVILLE ALEXANDRE MARQUES DA SILVA -
CRB-15/0386




PgPNSB

Pds Graduagao em Produtos Naturais
e Sinteticos Bioativos

Ata da 5082 (quingentésima oitava) Dissertacdo de Mestrado do(a) aluno(a) do
Programa de Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Leonardo
Lima Cardoso, candidato(a) ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos na area de concentracdo Farmacologia.

As quatorze horas (14h) do dia vinte e um de fevereiro do ano de dois mil e vinte e
cinco (21/02/2025), em ambiente virtual de videoconferéncia através do aplicativo
Google Meet, link: https://meet.google.com/qcs-xcnf-ywb, reuniram-se em carater de
Solenidade Publica os membros da Comissao designada para examinar o(a) discente
Leonardo Lima Cardoso, candidato(a) ao Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos na area de concentracdo Farmacologia. Foram componentes
da Comissao Examinadora os pesquisadores Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau,
Ph.D em Bioquimica e Imunologia, Sandra Rodrigues Mascarenhas, Ph.D em
Fisiologia, e Tatjana Keesen de Souza Lima, Ph.D em Bioquimica e Imunologia.
Sendo a primeira, integrante do corpo docente da Universidade Federal de Minas
Gerais e os demais integrantes do corpo docente da Universidade Federal da Paraiba.
Dando inicio aos trabalhos, o(a) Presidente da Comissdo, professor(a) Tatjana
Keesen de Souza Lima, apds declarar os objetivos da reunido, apresentou o(a)
candidato(a) Leonardo Lima Cardoso, a quem concedeu a palavra para que
dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Avaliacao da
Atividade Imunomoduladora da Quercetina na Infeccdo de Monocitos por
Leishmania (Leishmania) infantum”. Apos discorrer sobre o referido tema durante
cerca de quarenta minutos, o(a) candidato(a) foi arguido(a) pelos examinadores na
forma regimental. Em seguida, passou a comissao, em carater secreto, a proceder a
avaliacdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
APROVADO(A). Em face da aprovacdo, declarou o(a) Presidente achar-se o(a)
examinado(a) Leonardo Lima Cardoso legalmente habilitado(a) a receber o Titulo
de “"MESTRE” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na area de concentracao
Farmacologia, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de
direito, a expedicao do Diploma que o(a) mesmo(a) faz jus. Nada mais havendo a
tratar, foi lavrada a presente ata que é abaixo assinada pelos membros da Comissao

e pelo(a) dlscente- Documento assinado digitalmente

TATJANA KEESEN DE SOUZA LIMA CLEMENTE
Data: 24/02/2025 15:57:03-0300

gov

Prof_a Dr_a Tatjana Kl verifique em https://validar.iti.gov.br jora) Documento assinado digitalmente

“b SANDRA RODRIGUES MASCARENHAS
Data: 24/02/2025 15:13:10-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof.2 Dr.2 Sandra Rodrigues Mascarenhas (Examinadora)
Documento assinado digitalmente

Prof.2 Dr.2 Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau ¢ NP Lt o e A

verifique em https://validar.iti.gov.br

Leonardo Lima Cardoso (Discente) Documents assinado digitaimente
v.b LEONARDO LIMA CARDOSO
g Data: 24/02/2025 16:45:46-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br

Recanto da Milona, Via Ipé Amarelo - Cidade Universitaria — Joao Pessoa — PB — Brasil CEP: 58051-900

&
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos — IPeFarM — Universidade Federal da Paraiba
16- - - f. ite: f] I / n



Dedico a minha familia, por sempre estarem
presentes e apoiando-me em todos 0s meus
passos. Sem eles este trabalho ndo teria sido
possivel.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de inicialmente agradecer a minha avé Eliane, por todos os esforcos que
ela nunca mediu para me manter no caminho dos estudos. Minha avo é um grande
exemplo de pessoa, criou quatro filhos e um neto, eu, e sempre esteve presente em nossas
vidas ensinando o certo e o errado ¢ como ela mesma diz “se formando junto conosco”,
pois sempre trabalhou para pagar os estudos dos filhos e ainda hoje acorda cedo
diariamente pra ajeitar meu almoco antes da universidade. Ela é minha companheira,

minha vida e tudo que tenho para oferecer de melhor é um reflexo dela.

Faco também um agradecimento postumo ao meu avl que esteve presente na
minha vida durante a minha infancia e parte da adolescéncia, e sempre me instruiu que a
melhor forma de vencer na vida era através dos estudos e que o conhecimento € algo que

se leva para toda vida.

Agradeco também ao meu pai e a minha mae, por contribuirem com a minha
formacdo escolar. Apesar de nao ter sido criado por eles, sdo pessoas que sempre
estiveram presentes em minha vida e nunca foram ausentes, assim como nunca mediram

esforcos para me ajudar e dar suporte em tudo que precisei.

Agradeco ao restante da minha familia: tio, tias, irmas, primas, por formarem uma
familia t&o incrivel e tornarem a vida mais alegre. Minha familia sempre foi bastante
unida, nos ajudamos em tudo e isso me ensinou que na vida ha valores que sao

indispensaveis, tais como: unido, compartilhamento e amor.

Agradeco ao meu parceiro de vida, por sempre estar presente comigo em todos 0s
momentos. Vocé é uma pessoa que apareceu para tornar a minha vida infinitamente mais
feliz e sou grato por tudo que ja passamos juntos e por todas as ajudas que vocé sempre
me proporcionou. Obrigado por todo amor, suporte e por sempre acreditar em mim, bem

mais do que eu mesmo.

Agradeco ainda aos meus amigos, amigos da vida, amigos da universidade,
amigos do trabalho, amigos tantos que irei levar para a vida inteira. Obrigado por

tornarem a vida mais leve, abrandando os aperreios e intensificando as alegrias.

Um agradecimento também ao Laboratorio de Imunologia de Doencas Infecciosas

(LABIDIC), a professora Tatjana Keesen e ao grupo de pesquisadores que compde esta



familia. O LABIDIC é um laboratorio de unido, onde ocorre muito trabalho, mas também
muitas risadas. Obrigado a todos por tornarem o ambiente de trabalho um lugar mais

alegre de se estar.

Um obrigado a DEUS por toda saude, paciéncia e discernimento que me
proporciona. Por estar comigo em todos 0s momentos da minha vida e por me ajudar a

passar pelos maus momentos, mostrando que 0s bons também sempre chegam.

Por fim, acho que posso agradecer um pouco a mim, por apesar de todas as
angustias e incertezas, nunca ter desistido de seguir este caminho, um caminho arduo,
sem davidas, mas que gosto de trilhar e que sei que no futuro a primavera ira florescer e

a epoca da colheita chegara.



RESUMO

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria que acomete diversos tipos de
mamiferos. Aproximadamente 1,2 milhdo de casos novos séo registrados todos 0s anos
em humanos e estdo concentrados principalmente em popula¢@es vulneraveis que vivem
em areas de risco. A doenca possui diferentes manifestacdes clinicas, desde formas
brandas a condi¢@es bastante degradantes. A leishmaniose visceral é a forma mais grave
da doenca e sem tratamento sua mortalidade pode atingir valores superiores a 90%. No
contexto de cura da doenca, diversos estudos vem tentando desenvolver novas terapias,
pois as convencionais apresentam altos indices de toxicidade, problemas de resisténcia e
recidivas. Dentre as novas terapias propostas para tratar a leishmaniose, a associacdo de
farmacos convencionais com produtos naturais vem demonstrando ser uma das linhas
mais promissoras. A quercetina € um flavonoide presente em uma ampla variedade de
vegetais e suas atividades antioxidante, pré-oxidante, imunomoduladora, anti-tumoral,
anti-bacteriana, anti-fungica e anti-protozoaria ja foram estudadas. Com base nisso, 0
presente trabalho objetivou avaliar a atividade bioldgica da quercetina e sua associacao a
Anfotericina B contra culturas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum e no
contexto da infeccdo de mondcitos humanos. Para isso, tratamos culturas de
promastigotas, eritrocitos e PBMC ndo infectadas ou infectadas com multiplas
concentracdes de quercetina e AmB isoladas e combinadas. Com isso, avaliamos: 1) a
atividade isolada e sinérgica dos compostos na morte dos parasitos por MTT; 2) a
citotoxicidade dos compostos sobre células humanas; 3) a influéncia dos compostos sobre
a taxa de infecgdo; 4) producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs); 5) producdo
de Oxido Nitrico (NO) em mon6citos; 6) a producéo de nitrito em PBMC expostas a L.
infantum por reacdo de Griess; e por fim 7) a modulacao do perfil de citocinas em PBMC
com e sem infeccdo por L. infantum. Diante dos resultados obtidos, a quercetina
apresentou atividade anti-promastigotas e a associagdo com a AmB potencializou a morte
dos parasitos, indicando sinergismo entre as moléculas. Além disso, a quercetina diminuiu
a taxa de infeccdo de mondcitos e modulou positivamente a producao de EROs, apesar
da AmB ndo ter tido participacdo nesses mecanismos. Ademais, nenhuma das condic6es
testadas regulou a producdo de NO, mas a associacdo dos compostos tendeu a aumentar
0 NO na infeccdo. Por fim, a quercetina diminuiu a producao de IL-6 e IL-17, mas nao
alterou a expresséo de IFN-y, IL-10 e IL12, e AmB diminuiu os niveis de IL-6, mas nao
modulou IFN-y, IL-10, IL12 e IL-17. Portanto, nossos dados sugerem que a quercetina é
atua como modulador da resposta imune, podendo ser utilizado sinergicamente com a
AmB potencializando o processo de cura.

Palavras-chave: Leishmaniose. Flavonoides. Citotoxicidade. Sinergia. Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious-parasitic disease that affects various types of mammals.
Approximately 1.2 million new cases are reported annually in humans, and primarily
concentrated in vulnerable populations living in high-risk areas. The disease presents
different clinical manifestations, ranging from mild forms to highly debilitating
conditions. Visceral leishmaniasis is the most severe form of the disease, with mortality
rates exceeding 90% if left untreated. In the context of disease cure, numerous studies
have been dedicated to developing new therapies, as conventional treatments exhibit high
toxicity levels, resistance issues, and recurrence. Among the novel therapeutic approaches
for leishmaniasis, the combination of conventional drugs with natural products has
emerged as one of the most promising strategies. Quercetin is a flavonoid found in a wide
variety of plants, and its antioxidant, pro-oxidant, immunomodulatory, anti-tumor,
antibacterial, antifungal, and antiprotozoal activities have been extensively studied. Based
on this, the present study aimed to evaluate the biological activity of quercetin and its
combination with Amphotericin B against promastigote cultures of Leishmania
(Leishmania) infantum and in the context of human monocyte infection. To achieve this,
we treated promastigote cultures, erythrocytes, and PBMCs—both uninfected and
infected—with multiple concentrations of quercetin and AmB, either alone or in
combination. We then assessed: (1) the isolated and synergistic activity of the compounds
in parasite death using the MTT assay; (2) the cytotoxicity of the compounds on human
cells; (3) the influence of the compounds on the infection rate; (4) the production of
Reactive Oxygen Species (ROS); (5) Nitric Oxide (NO) production in monocytes; (6)
nitrite production in PBMCs exposed to L. infantum via the Griess reaction; and finally,
(7) the modulation of cytokine profiles in PBMCs with and without L. infantum infection.
Our results demonstrated that quercetin exhibited anti-promastigote activity, and its
combination with AmB enhanced parasite death, indicating synergy between the
molecules. Additionally, quercetin reduced monocyte infection rates and positively
modulated ROS production, although AmB did not participate in these mechanisms.
Furthermore, none of the tested conditions regulated NO production, but the combination
of compounds showed a tendency to increase NO levels in infected cells. Finally,
quercetin reduced IL-6 and IL-17 production but did not alter IFN-y, IL-10, or IL-12
expression, whereas AmB reduced IL-6 levels but did not affect IFN-y, IL-10, IL-12, or
IL-17 expression. Therefore, our data suggest that quercetin acts as an immune response
modulator and may be used synergistically with AmB to enhance the healing process.

Keywords: Leishmaniasis. Flavonoids. Cytotoxicity. Synergy. Immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é considerada uma das doengas tropicais negligenciadas (DTN)
de maior importancia para a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS). A infeccdo €
transmitida pela picada de dipteros fémeas da familia Psychodidae e sub-familia
phlebotominae e a doenca é causada por protozoarios do género Leishmania spp.,
afetando principalmente populacfes de baixa renda que moram em areas de risco e
animais da regido (ROATT et al., 2020; SERAFIM et al., 2021; WHO, 2023).

A Leishmania spp. € um protozoério intracelular obrigatdrio pertencente & familia
Trypanosomatidae. Nos flebotomineos, os parasitos passam por diferentes estagios de sua
forma promastigota e sdo transmitidos para 0s hospedeiros vertebrados quando estdo em
sua forma promastigota metaciclica (NEVES et al., 2016; SERAFIM et al., 2021). Ao
entrar no hospedeiro vertebrado, os protozoarios inicialmente séo atacados pelo sistema
complemento, porém, suas metaloproteases de membrana clivam moléculas da cascata
do sistema complemento, impedindo a formacdo do Complexo de Ataque a Membrana
(MAC) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; LEMOS, 2017). Apés sua fuga do
sistema complemento, as promastigotas metaciclicas séo internalizadas majoritariamente
por neutréfilos na fase inicial da infeccdo, e posteriormente mondcitos e macrofagos, suas
principais células hospedeiras. No meio intracelular, os parasitos ainda precisam driblar
0 ambiente agressivo dos fagolisossomos. Para isso, 0s parasitos sofrem mudancas de
expressdo génica e metabolicas significativas, transformando-se em sua forma
amastigota, que € evolutivamente eficiente em sobreviver aos mecanismos
antimicrobianos dos fagdcitos. Em seguida, as amastigotas se proliferam, matando a
célula hospedeira e disseminando a infeccdo dentro do organismo célula a célula
(DESCOTEAUX; TURCO, 1999; NEVES et al, 2016; MULE et al., 2020;
CAVALCANTE et al., 2021).

Em relacdo a sua epidemiologia e sintomas clinicos, a leishmaniose é considerada
um grave problema de saude publica, pois afeta diversas regies do planeta, em diferentes
continentes, o que lhe confere um alto potencial de surto. Além disso, a leishmaniose
apresenta formas cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV). A leishmaniose

visceral é a forma mais grave e com taxa de mortalidade superior a 95% do casos quando
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ndo tratada. Estima-se que 50 a 90 mil casos de LV ocorram por ano, com maior incidéncia
no Brasil, leste da Africa e india (OPAS, 2021; WHO, 2023).

Atualmente o tratamento para leishmanioses ainda conta com poucos farmacos,
tais como: antimoniais pentavalentes, pentamidina, anfotericina B e miltefosina.
Ademais, esses compostos sdo significativamente tdxicos e apresentam diversos efeitos
adversos. Alem disso, ja& foram relatadas linhagens de Leishmania resistentes aos
antimoniais pentavalentes, que sdo os farmacos de primeira linha. Devido a isso,
comumente a Anfotericina B (AmB), um antifingico de amplo espectro, é utilizada como
tratamento de segunda linha nas leishmanioses (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014,
SHIRZADI, 2019; MULE et al., 2020). Contudo, efeitos como hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade, hemolise e nefrotoxicidade ja foram observados no tratamento com
AmB (GILL et al., 1999; NIX, 2014; ABDEL-HAFEZ et al., 2022; LIU et al., 2023).
Assim, a busca por novas alternativas de tratamento continua sendo um desafio para a
ciéncia.

Nesse contexto, surgem os flavonoides, um grande grupo de compostos fenolicos
que estdo naturalmente presentes em uma diversidade de alimentos, incluindo frutas e
bebidas. Os flavonoides sdo bastante conhecidos pela sua ampla gama de efeitos
bioativos, incluindo atividades antioxidante, anti-tumoral,  pro-oxidativas,
antimicrobianas, anti-inflamatorias e antialérgicas (TASDEMIR et al., 2006; HIDALGO;
SANCHEZ-MORENO; DE PASCUAL-TERESA, 2010; CATANEO et al., 2019; ZENG
etal., 2019; SONG et al., 2020; SATO; MUKAI, 2020; JAFARINIAZ et al., 2020; SILVA-
SILVA et al., 2021). Além disso, a atividade anti-Leishmania e anti Trypanossoma cruzi
de diversos flavonoides ja foi observada (TASDEMIR et al., 2006; LAGE et al., 2015).
Dentre os flavonoides mais conhecidos e estudados na prevencdo e terapéutica de diversas
doencas incluindo a leishmaniose esta a quercetina (MURAKAMI; ASHIDA; TERAO,
2008; LI et al.,, 2016; CATANEO et al., 2019), um pigmento vegetal, da subclasse
flavonol, biossintetizado através da via metabolica dos fenilpropanoides, e que esta
presente em vegetais, frutas e chd (NISHIMURO et al., 2015; SINGH et al., 2021).

A quercetina ja é amplamente estudada como potencial terapia para a
leishmaniose, sua atividade in vitro contra promastigotas de L. braziliensis ja foi
observada, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e levando a
morte do parasito por apoptose/necrose (CATANEO et al., 2019). Além disso, a

quercetina e derivados semissintéticos ja demonstraram atividade anti-Leishmania contra
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L. donovani, L. amazonensis e L. major (SEN et al., 2008; DA SILVA; DO CARMO
MAQUIAVELI; MAGALHAES, 2012; MOHAJERI et al., 2018).

Frente a isso, neste trabalho buscamos avaliar in vitro a atividade
imunomoduladora da quercetina em mondcitos infectados com L. Infantum, espécie
causadora da LV. Além disso, também investigamos a acdo da quercetina associada a
Anfotericina B, um farmaco de referéncia ja comercialmente utilizado, a fim de investigar
possiveis efeitos sinérgicos e trazer novos direcionamentos para o tratamento da

leishmaniose.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ORIGEM FILOGENETICA DO GENERO LEISHMANIA

Existem muitas teorias sobre as possiveis origens e disseminacdo do género
Leishmania pelo mundo. Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, da familia
Trypanosomatidae, e estd incluido no supergrupo eucarioto Excavata, cujos fosseis
sugerem um surgimento no periodo Ordoviciano, na era Paleozoica, ha mais de 440
milhGes de anos atrds (TUON; AMATO NETO; SABBAGA AMATO, 2008; ROCHA et
al., 2018). Ademais, especula-se que 0 género possa ter se originado apenas na era
mesozoica, ocorrida entre 252 a 66 milhdes de anos atras (STEVERDING, 2017).

Em relagdo ao ambiente geografico de origem, algumas hipoteses sdo atualmente
discutidas. A primeira hipotese (LYSENKO, 1971), afirma que 0S protozoarios
Leishmania podem ter se originado durante o paleoceno (66 a 56 milhGes de anos atras),
na area paledrtica, regido que atualmente abrange territorios da Europa, Asia e Africa. A
hipdtese também é sustentada pela existéncia de fosseis de roedores murideos e
flebotomineos ancestrais, que provavelmente se desenvolveram na regido paleartica
durante o paleoceno. De forma contrastante, também foi hipotetizado (LAINSON et al.,
1987) que o género Leishmania se originou na regido Neotropical, sugerindo que as
preguicas foram o seu primeiro hospedeiro vertebrado. A terceira hipotese (MOMEN;
CUPOLILLO, 2000), aborda sobre as origem dos parasitos no supercontinente de
Gondwana, no Mesozoico, apos a separacdo da Pangeia, e sugere que com a separagdo
dos continentes os subgéneros Leishmania e Sauroleishmania se desenvolveram em
regides atualmente pertencentes & Africa, e que o subgénero Viannia evoluiu inicialmente
na América do Sul (HARKINS et al., 2016; STEVERDING, 2017).

Atualmente, o género Leishmania € dividido em quatros subgéneros:
Leishmania (Leishmania), L. (Mundinia), L. (Sauroleishmania) e L. (Viannia) (figura 1).
Os subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) sdo os principais causadores de doencas em
mamiferos. Ja o L. (Sauroleishmania) foi separado apenas com espécies causadoras de
leishmaniose em répteis, contando com 21 espécies ja descritas. Por sua vez,
L. (Mundinia) é o subgénero criado mais recente e menos estudado até o momento, e
contém apenas 4 espécies descritas: L. enriettii , L. macropodum , L. martiniquensis e L.

orientalis. Apesar disso, Leishmania (Mundinia) spp. € de interesse especial, pois também
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possui espécies patogénicas para humanos (L. enriettii e L. macropodum) (BUTENKO et
al., 2019; TICHA et al., 2021).

Figura 1 — Arvore filogenética do género Leishmania
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Fonte: AHMADI et al., 2024. RelagBes evolutivas entre diversas espécies de Leishmania séo ilustradas pela
arvore, que inclui representantes de diferentes subgéneros de Leishmania
(Mundinia , Viannia , Leishmania e Sauroleishmania). Trypanosoma cruzi é classificado como um grupo
externo.

Por causar leishmaniose em diversas espécies de mamiferos, os subgéneros
L. (Leishmania) e L. (Viannia) foram os mais amplamente estudados até agora. Devido a

isso, existem atualmente diversas espécies de Leishmania descritas dentros desses
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subgéneros, incluindo: Leishmania (L.) donovani, Leishmania (L.) infantum, Leishmania
(L.) major, Leishmania (L.) tropica e Leishmania (L.) aethiopica, que podem ser
encontradas na Asia, Europa e Africa. Ja nas américas, espécies como: Leishmania (L.)
amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)
peruviana, Leishmania (V.) panamensis e Leishmania (L.) mexicana (LAINSON, 2010;
GOTO; LINDOSO, 2010 apud ROCHA et al.,, 2018). Ademais, Leishmania (L.)
donovani, é a principal causadora de LV no sudeste asiatico, em paises como India,
Bangladesh e Nepal, e na Africa Oriental, especialmente no Sudéo, Etiopia, Quénia e
Somalia. Ja a Leishmania (L.) infantum, também conhecida como L. chagasi nas
Américas, causa a LV em regides como o Mediterraneo, Oriente Médio, Afeganistdo, Ird,
Paquisto e Brasil (MAURICIO, 2018; SCARPINI et al., 2022).

Com base nisso, é possivel observar que a origem filogenética do género
Leishmania, bem como suas classificacbes taxonémicas, ainda ndo foram totalmente
definidas e cotinuam sendo base para discussdes cientificas. Além disso, L. donovani e L.
infantum, sdo as espécies de maior importancia nos estudos que visam a busca por

tratamentos para a leishmaniose visceral.

2.2. EPIDEMIOLOGIA, IMPORTANCIA E ASPECTOS CLINICOS DA
LEISHMANIOSE

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2023), cerca de 50 a 90 mil
novos casos de LV ocorrem no mundo anualmente. Entretanto essa estimativa torna-se
pouco precisa, devido aos baixos indices de reporte de casos a organizacdo. Ja para a
leishmaniose cutanea, sdo estimados 600.000 a 1 milhdo de novos casos por ano, com
apenas 200 mil sendo relatados a OMS. Ademais, apenas oito paises contribuem para
90% dos casos de LC: Brasil, Afeganistdo, Argélia, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e
Siria (DE VRIES; SCHALLIG, 2022). Por conseguinte, de acordo com o boletim
informativo da Organizacdo Pan-Americana da Satde (PAHO, 2024), durante o triénio
2021-2023, casos de LV foram notificados em 1233 municipios na regido das Americas.
Todos 0s municipios com transmissdo muito intensa foram no Brasil; ja com transmissédo
intensa, distribuiram-se entre Brasil, Argentina, Bolivia e Paraguai; e 0s com alta

transmissdo foram observados no Paraguai, Venezuela e Brasil. Além disso, vale ressaltar
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que, no Brasil, as leishmanioses tem ocorréncia nas cinco regifes do pais, sendo, portanto,
um problema de importancia nacional. Apesar disso, 0 nimero de casos concentra-se

principalmente nas regides norte e nordeste (Figura 2).

Figura 2 — Leishmaniose cutanea e visceral, regido das Américas, 2021-2023

Fonte: Adaptado de Pan American Health Organization. LEISHMANIASIS: Epidemiological report on the
Region of the Americas. No. 13, December 2024. Estratificacdo do risco de leishmaniose cutanea (A) e
visceral (B) no segundo nivel administrativo subnacional de acordo com o indicador composto de
leishmaniose cuténea (CLCI) e visceral (VLCI).

Adiante, em relagdo aos aspectos clinicos da doenga, as leishmanioses apresentam
diferentes formas de manifestacdo no organismo do hospedeiro vertebrado. A forma mais
disseminada ¢ a leishmaniose cutanea, que caracteriza-se pelo surgimento inicial de uma
papula no local da inoculacéo dos parasitos, evoluindo para um nédulo e podendo causar
lesbes ulcerativas, com posterior formacdo de cicatrizes desfigurantes (figura 3)
(VOLPEDO et al., 2021; ABADIAS-GRANADO et al., 2021).
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Figura 3 — Vérias manifestacdes de leishmaniose cutanea

Fonte: Departamento de Dermatologia, Amsterdam UMC, Amsterdd, Holanda. DE VRIES; SCHALLIG,
2022. a Ulcera de leishmaniose cutanea com uma lesdo satélite no antebraco. b O mesmo paciente de a,
curado apo6s tratamento com crioterapia e antimoniais intralesionais. ¢ Lesdo de leishmaniose cutanea ndo
ulcerativa no cotovelo. d Ulcera de leishmaniose cutanea crostosa com linfangite na parte superior da
perna. e Lesdo de leishmaniose cutanea tipica. f Ulcera de Chiclero, afetando tipicamente a orelha com
destruicdo da cartilagem. g LesBes cutaneas disseminadas em um paciente com leishmaniose mucocutanea
causada por L. guyanensis. h Tratamento intralesional de leishmaniose cutdnea com antimoniais.

Além disso, na LC as lesdes ainda podem ser Unicas ou multiplas e a infeccao
pode atingir o sistema linfatico, causando o aumento dos linfonodos e formacéo de lesdes
satélites. Do mesmo modo, a leishmaniose mucocutanea também causa lesdes na pele,
porém, extende-se também para regibes mucosas, desfigurando areas como cavidades
nasais, orofaringe, laringe, cordas vocais e cartilagens. Assim, para ambos 0S casos 0
tratamento € necessario. Contudo, para LMC é indispensavel, pois a doenca pode ser fatal
(ABADIAS-GRANADO et al., 2021; SEVERINO et al., 2022).

Ao contrario das duas primeiras formas clinicas da leishmaniose, onde o0s
protozoérios residem apenas em macrofagos da pele e seus linfonodos de drenagem, na
leishmaniose visceral os parasitos se espalham sistemicamente, infectando macréfagos

de 6rgdos internos, principalmente do figado, baco, medula éssea e linfonodos. Dentre 0s
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sintomas da doenga estdo: febre, perda de peso, esplenomegalia, ictericia, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia policlonal (1gG e IgM). Ademais, devido ao Seu processo
infeccioso de grande amplitude, a LV é bastante grave e quando ndo tratada tem indices
de mortalidade acima de 90% dos casos (KUMAR; NYLEN, 2012; KONE et al., 2019).

Uma quarta forma da doenca a ser considerada é a leishmaniose dérmica pés-
kalazar (PKDL), uma complicacdo dermatolégica da LV, que ocorre em alguns pacientes
dentro de um ano apds a conclusdo do tratamento, sendo mais comum em casos de LV na
Africa e Asia. Nesta condi¢do clinica, os pacientes ndo estdo mais sistemicamente
infectados e portanto ndo apresentam sintomas como febre, hepatomegalia e
esplenomegalia. Entretanto, a remissdo da doenga ainda néo ocorreu de forma completa,
fazendo com que o0s parasitos possam ser encontrados em macrofagos residentes da pele,
com aparecimento de nodulos, papulas e maculas hipopigmentadas (figura 4). Apesar dos
estudos ja realizados, a manifestacdo da PKDL ainda ndo é totalmente esclarecida
(KUMAR; NYLEN, 2012; ZIJLSTRA, 2016; VOLPEDO et al., 2021).

Figura 4 — PKDL nodular e papular

Fonte: ©World Health Organization, 2012. The Post Kala-azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) Atlas: A
Manual for Health Workers. P4pulas em varios estagios de desenvolvimento e densidade e de varios
tamanhos; com localizac&o inicial tipica ao redor da boca.
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Por fim, outra problemética clinica, envolve a existéncia de casos de co-infec¢do
Leishmania-HIV. O primeiro caso dessa co-infecgdo foi descrito na Europa em 1985 e
posteriormente espalhou-se para outros paises como o Brasil. A preocupacdo da co-
infecgdo é relevante, pois a mortalidade é relatada como significativamente maior nesses
pacientes. Além disso, sdo observados nos co-infectados uma maior disseminacdo do
parasito, ma resposta ao tratamento, cura tardia, auséncia de reconstituicdo imunolégica
apos o tratamento e recidivas da doenca. Ademais, também observa-se que durante a co-
infecgdo, a progressdo da infeccdo viral para a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) é mais répida, com uma reducdo mais acelerada na contagem de linfécitos T
CD4+, aumento da carga viral e soroconversdo. Na Tailandia, o nimero de co-infectados
tem aumentado e as espécies de Leishmania mais comumente relatadas na regido séo L.
(Mundinia) martiniquensis e L. (Mundinia) orientalis. Destes casos, aproximadamente
40% eram pacientes com HIV/AIDS, o que aumentou a atencéo das autoridades de saude
para 0s casos de Leishmania-HIV, que passaram a constituir um grave problema de satde
publica global (COUTINHO et al., 2017; MAKSOUD; EL HOKAYEM, 2023; RUANG-
AREERATE et al., 2023).

Assim, a leishmaniose pode apresentar diferentes manifestacdes clinicas, desde
quadros mais brandos observados na leishmaniose cutanea, a quadros graves que podem
ser fatais, tais como ocorrem na LMC e LV. Sendo assim, a leishmaniose ainda é um
problema importante e atual, que merece mais atencdo das autoridades e sobretudo no

Brasil, que esta no ranking entre os paises com maior nimero de casos no mundo.

2.3. CICLO EVOLUTIVO DOS PARASITOS E INTERACOES MOLECULARES
PATOGENO-HOSPEDEIRO

A transmissdo de Leishmania spp. para seus hospedeiros vertebrados ocorre
durante o repasto sanguineo de flebotomineos fémeas, que além de utilizarem aclcares
vegetais como fonte de energia, também se alimentam de sangue para se desenvolver e
colocar ovos. Os flebotomineos sdo pertencentes a ordem diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Esta subfamilia ainda dividi-se em seis
géneros: Phlebotomus, Sergentomyia, Chinius, Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya. Os

géneros que possuem importancia clinica na transmissdo da leishmaniose sao:
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Phlebotomus e Lutzomyia, responsaveis pela disseminacéo dos parasitos no velho mundo
(Africa, Europa e Asia) e no novo mundo (Américas), respectivamente (CECILIO;
CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022; COSTA-DA-SILVA et al., 2022).

O ciclo evolutivo da Leishmania € heteroxénico (figura 5), nos hospedeiros
invertebrados os parasitos encontram-se em sua forma promastigota extracelular
flagelada, que possui diferentes estagios de desenvolvimento. Ja nos vertebrados, a
Leishmania assume sua forma amastigota intracelular ndo flagelada, que é morfologica e
bioquimicamente distinta da promastigota (figura 6). Inicialmente, ao picar um mamifero
infectado 0s mosquitos ingerem junto com o sangue amastigotas intracelulares ou livres.
No sistema digestério do mosquito, as mudancas de pH e temperatura criam um
microambiente favoravel para a diferenciacdo das amastigotas em promastigotas
prociclicas, que se multiplicam intensamente e logo se diferenciam em promastigotas
nectomonas. Estas, por sua vez, ancoram-se no intestino médio do mosquito por meio de
moléculas de superficie, tal como o lipofosfoglicano (LPG), o que impede a excrecdo dos
protozoarios pelo fluxo intestinal. As nectomonas ainda se diferenciam em leptomonas
antes de finalmente chegarem ao estagio infeccioso de promastigota metaciclica
(SERAFIM et al., 2021; COSTA-DA-SILVA et al., 2022; CLOS; GRUNEBAST; HOLM,
2022).
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Figura 5 — Ciclo de transmissdo de Leishmania spp.
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Fonte: Autoria propria, 2025. Criado em BioRender.com.

No estagio metaciclico, os parasitos estdo prontos para serem inoculados nos
hospedeiros vertebrados. Entretanto, para que isso aconteca de forma eficaz, uma pequena
fracdo de promastigotas leptomonas, que ndo se transformaram em metaciclicas,
transformam-se em haptomonas. Essas Ultimas possuem a capacidade de adesdo ao
epitélio da véalvula estomodeal do mosquito através de estruturas semelhantes a
hemidesmossomos, causando blogueio na valvula e diminuindo a entrada de sangue, o
que leva 0 mosquito a um maior tempo de alimentacdo e portanto, maior tempo para a
deposicdo de parasitos no local da picada. Ademais, as leptomonas ainda produzem o
chamado gel secretor promastigota, e ficam embutidas no gel junto as metaciclicas e
haptomonas, formando uma espécie de biofilme. O biofilme, também ajuda na
transmissdo, blogueando parcialmente a passagem para o intestino e reduzindo a eficacia
da alimentacdo, tal como as haptomonas, o que leva a mais tentativas de alimentacdo por
parte do flebotomineo e maior regurgitacdo dos parasitos. Além disso, o biofilme também
ajuda no posicionamento dos parasitos para 0 momento da transmissdo (ALCOLEA et
al., 2019; SERAFIM et al., 2021; ROGERS; DE PABLOS; SUNTER, 2024).
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Quando inoculadas no hospedeiro vertebrado, o qual consideraremos como
modelo a partir de agora o humano, as promastigotas metaciclicas invadem diferentes
tipos celulares, incluindo neutréfilos, mondcitos e macrofagos, que sdo rapidamente
recrutados para o local da lesdo. Porém, ainda antes dos processos fagociticos, 0s
protozoarios precisam sobreviver ao sistema complemento. Para isso, a Leishmania spp.
possui fatores de patogenicidade presentes em sua superficie, tal como a zinco-
metaloprotease GP63, que atua inibindo a atividade do complemento através de sua
ligacdo a C3b e conversdo em C3bi, uma forma inativa que reduz a formagéo do complexo
de ataque a membrana terminal C5-C9. Além disso, a metaloprotease degrada a matriz
extracelular subcutdnea do hospedeiro, ajudando na movimentacdo dos parasitos
(DUQUE; DESCOTEAUX, 2015; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016).

Apo0s vencer a barreira do sistema complemento, 0s parasitos ainda precisaréo
lutar pela sua sobrevivéncia dentro dos meios intracelulares. A internalizacdo dos
parasitos por células especializadas, tais como monocitos e macrofagos, envolve
receptores da membrana plasmatica da célula hospedeira, que reconhecem ligantes no
parasitos. Nesses receptores estao incluidos os receptores de complemento CR1 e CR3, o
receptor de fibronectina, o receptor de manose-fucose e o receptor para produtos finais
de glicosilacdo avancada. Além disso, a internalizacdo dos parasitos se da por meio de
processos passivos e ativos. Ja se foi observado que a entrada passiva de Leishmania spp.
ocorre atraves de endocitose mediada por caveolinas, proteinas transmembranares que
oligomerizam em balsas lipidicas ricas em colesterol para formar a invaginacdo da
membrana. Tal tipo de endocitose, ja foi observada em macrofagos murinos para L.
chagasi e L. donovani (RODRIGUEZ; GAUR; WILSON, 2006; KUMAR et al., 2019;
VALIGUROVA; KOLAROVA, 2023).

Curiosamente, durante esse processo, as promastigotas também atuam de forma
ativa para infectar as células hospedeiras. Evidéncias comprovam que a viabilidade,
polaridade e motilidade flagelar dos parasitos contribuem para a sua captacdo por
macrofagos. Durante o contato entre as células, a ponta do flagelo dos protozoéarios
interage com a membrana da célula hospedeira. Além disso, a composi¢cdo da membrana
do flagelo pode estar associada a funcBes especializadas como adesdo e sinalizacdo,
corroborando para uma fixacdo orientada e entrada do parasito na célula por interacdes
de receptor/ligante. Dentro das células hospedeiras ainda ocorre a reorientacdo dos

parasitos ocasionada pela atividade flagelar persistente. Posteriormente, 0s parasitos séo
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orientados de forma altamente polarizada, com seu flagelo direcionado para a periferia da
celula hospedeira e seu corpo celular direcionado para o nicleo. Por fim, o parasito perde
sua motilidade, provavelmente ocasionada pelo inicio da diferenciagdo em amastigotas,
resultando na retracdo do seu flagelo — Figura 6 (FORESTIER et al., 2011,
VALIGUROVA; KOLAROVA, 2023).

Figura 6 - Micrografias eletronicas de varredura de promastigota e amastigota axénica de L. mexicana

Fonte: Adaptado de GLUENZ; GINGER; MCKEAN, 2010. Diferenca no comprimento do flagelo entre o
promastigota de L. mexicana (a) e a amastigota axénica (b).

Assim como a metaloprotease GP63, o LPG presente na membrana de
promastigotas ¢ um fator de patogenicidade de grande importancia para a sua
sobrevivéncia. O LPG € o principal glicoconjugado da superficie de promastigotas e passa
por alteracdes de producdo significativas durante o ciclo de vida do parasito, dobrando
sua quantidade na transicdo de promastigotas prociclicas para metaciclicas e diminuindo
intensamente na transformacdo para amastigotas. Sabe-se que o LPG confere resisténcia
a acdo litica do sistema complemento em humanos, mas além disso, essa estrutura de
superficie propicia condicdes favoraveis para o parasito dentro da célula hospedeira,
favorecendo a diferenciacdo de promastigotas para amastigotas, ajudando no retardo da
fusdo do fagossomo com o lisossomo e prejudicando a producéo de superoxidos. Retardar
a formacdo do fagolisossomo é essencial para os protozoérios, que ganham tempo para a
sua transformacdo em amastigotas, forma celular que é resistente a morte por oxidantes
toxicos (LODGE; DESCOTEAUX, 2005; RODRIGUEZ; GAUR; WILSON, 2006;
RODRIGUEZ et al., 2011).



28

Adiante, dentro do fagolisossomo, o0s parasitos suprem sua necessidade de fontes
de carbono, absorvendo purinas, vitaminas, aminoécidos e lipidios do fagolisossomo
(MCCONVILLE et al., 2007). Com isso, ap6s a conquista do ambiente intracelular, as
amastigotas podem ser proliferar e posteriormente levar a morte da célula hospedeira,

sustentando a infeccdo através da invasao de outras células.

2.4. ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA INFECCAO POR LEISHMANIA SPP.

2.4.1. Mecanismos de evasao imunolégica do parasito

No inicio da infeccdo, as primeiras células a serem recrutadas para o local da
picada e majoritariamente invadidas pelos parasitos sdo os neutrofilos. Os
polimorfonucleares sdo importantes para a evasdo imunolégica da Leishmania spp., pois
servem como células hospedeiras intermediarias para 0s protozoarios e “cavalos de troia”
que serdo eferocitados por mondcitos/macrofagos, fazendo com que as promastigotas
cheguem de fato as suas células-alvo. Contudo, para que isso dé certo os parasitos
desativam a maquinaria de morte intracelular especializada dos neutréfilos, inibindo sua
explosdo oxidativa e levando-o0s a uma via de fagocitose de células apoptoticas. 1sso
ocorre pois em meio as promastigotas viaveis, existem subpopulacdes de promastigotas
apoptoticas expressando fosfatidilserina em sua superficie, o que induz a producéo de
fator de crescimento transformador beta (TGF-R), de carater anti-inflamatério, por parte
dos polimorfonucleares. Como células apoptoticas (expressando fosfatidilserina) néo
seriam uma ameaca, o resultado final é a captacéo de parasitos, pelos neutrofilos, sem a
ativacdo de suas funcdes efetoras antimicrobianas. Por fim, a Leishmania spp. ainda se
aproveita da morte por apoptose dos neutrofilos e recrutamento de macréfagos, para
chegar as suas células hospedeiras terminais (VAN ZANDBERGEN et al., 2006 apud
RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009; GUEIRARD et al., 2008
apud LIEVIN-LE MOAL; LOISEAU, 2016).

Nos mondcitos/macrofagos, os parasitos alteram vias sinalizatorias importantes a
fim de sobreviverem. Dentro do ambiente intracelular a proteina patogénica GP63 exerce
maltiplas fungdes a favor dos parasitos, clivando proteinas cinases e fatores de

transcricdo, e modulando negativamente mecanismos regulatorios do hospedeiro. Ja se
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foi observado que GP63 participa da ativacdo da proteina tirosina fosfatase (PTP) SHP-
1, que regula negativamente a estimulacdo de Interferon gama (IFN-y) na via de
sinalizacdo JAK-2/STAT-1, responsavel pela producdo de agentes antimicrobianos, como
0 Oxido nitrico (NO). Além disso, a metaloprotease dos parasitos também pode estar
envolvida na alteragdo da sinalizacdo de STATla e na clivagem da enzima c-Jun N-
terminal cinase (JNK), causando impactos na sinalizacdo de vias pré-inflamatérias
(ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012; DONG et al., 2021). Simultaneamente, GP63
também neutraliza a resposta de células Natural Killer (NK), que desempenham um papel
importante na resposta aos parasitos por meio da producdo de IFN-y (SEGUIN;
DESCOTEAUX, 2016).

Ademais, é relatado que peptidases de cisteinas de amastigotas de L. mexicana
agem degradando o fator nuclear kappa B (NF-xB), interrompendo a producdo de
Interleucina 12 (IL-12) em macrofagos. De forma contradotoria, ja se foi observado
também que essas peptidases de L. mexicana clivam as cinases JNK e ERK, aumentando
a transcricdo de IL-12 (CAMERON et al., 2004 apud SIQUEIRA-NETO et al., 2018).
Adiante, outro mecanismo interessante foi observado em L. amazonensis, onde suas
peptidases de cisteinas atuam degradando moléculas de MHC de classe 11, prejudicando
a apresentacdo de antigenos (LEAO et al., 1995 apud SIQUEIRA-NETO et al., 2018).
Além disso, o LPG dos parasitos pode se ligar ao Receptor Toll-Like 2 (TLR-2) e induzir
a expressdo e ativacdo da serina/treonina fosfatase PP2A, inativando proteinas
adaptadoras citoplasmaticas do TLR como: cinase 1 associada ao receptor de interleucina-
1 (IRAK-1), Proteina Quinase Ativada por Mitogeno (MAPK) e o complexo enzimatico
IkB, levando a tolerancia imunologica (FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2016).

Assim, € possivel observar que o parasito evoluiu para atingir maltiplos alvos de
defesa do hospedeiro e manter sua sobrevivéncia. Portanto, o estudo desses alvos e de
novas terapias que auxiliem o sistema imune no combate a leishmaniose torna-se

imprescindivel.

2.4.2. Atuacdo de celulas imunoldgicas e citocinas na infec¢do por Leishmania spp.

Apesar do ataque eficiente da Leishmania spp. contra os sistemas de defesa do

hospedeiro, muita vezes, 0s parasitos ndo obtém éxito. Porém, a progressao ou remissao
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da infeccdo, ird depender do perfil de citocinas e da construcdo da resposta imunoldgica

de cada individuo.

Ja se sabe de forma ampla que respostas celulares do tipo Thl sdo protetivas para
0 hospedeiro. A IL-12, por exemplo, faz parte das respostas Thl e ajuda no controle da
infeccdo, estimulando a producéo de IFN-y. Ademais, células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes com imunidade adquirida para leishmaniose cutanea
apresentam aumento dos niveis de IFN-y e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Ambas
as citocinas sdo de grande importancia para o controle da infeccdo, pois auxiliam nas
respostas antimicrobianas de macrofagos, ativando vias de explosdo oxidativa que elevam
a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e NO, os principais mediadores
microbicidas que ajudam na eliminacdo dos parasitos. Em contrapartida, respostas do tipo
Th2 com perfis de citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-B, estdo relacionadas ao
agravamento da doenca (KEMP et al., 1999; NOVAIS et al., 2014; ROSSI; FASEL, 2018;
VOLPEDO et al., 2021; SAMANT et al., 2021). Do mesmo modo, respostas de células
Treg (IL-10 e TGF-B) e Breg (IL-10 e IL-35) também estdo relacionadas a maior
suscetibilidade do hospedeiro e persisténcia do parasito — Figura 7 (DIVENUTO et al.,
2023).

Figura 7 - Dogma imunoldgico "Th1/Th2", resposta Breg e Treg na leishmaniose
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Fonte: Adaptado de DIVENUTO et al., 2023. As citocinas IL-12, IL-1B, IFN-y, TNF-a e IL-2 induzem a
ativacdo de macréfagos e a morte de parasitos por NO na resposta Th1. Por outro lado, uma intensa resposta
Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), Treg (IL-10 e TGF-p) e Breg (IL-10 e 1L-35) estdo envolvidas na disseminacdo do
parasito.

Apesar dos estudos classicos sobre respostas Thl e Th2 na infeccdo por
Leishmania spp., na leishmaniose visceral a fisiopatologia da doenga parece ndo se
correlacionar de forma direta com disfuncdes da resposta Th2 (KUMAR; NYLEN, 2012).
Estudos ja demonstraram que pacientes com LV apresentam niveis aumentados de IL-1,
IL-6, IL-8, IFN-y ¢ TNF-0, sugerindo que o desenvolvimento da doenca ndo seja
impulsionado apenas por respostas Th2 disfuncionais, mas sim por outros mecanismos
também. Adiante, estudos clinicos em pacientes com LV mostraram niveis elevados de
IL-10 no soro, bem como do seu mRNA em orgdos como medula dssea, baco e
linfonodos. A IL-10, de carater anti-inflamatério, pode estar associada a progressao da
doenca ao inibir as respostas microbicidas dos fagdcitos, pois regula negativamente a
producdo de TNF-a ¢ NO, inibindo a morte de amastigotas intracelulares (ANSARI;
SALUJA; SALOTRA, 2006; KURKJIAN et al., 2006; NYLEN et al., 2007; KUMAR;
NYLEN, 2012).

Adiante, as respostas das celulas Thl17, secretoras de IL-17 e positivas para
receptor Orfao relacionado (ROR) yT e ativador de sinal e transducdo da transcri¢ao
(STAT)-3, também possuem sua importancia e tem sido evidenciadas de forma
contrastante na LV (DE FRANCA et al., 2024). Se por um lado a resposta de IL-17 tem
sido associada a pacientes assintomaticos (CARRILLO et al., 2017), por outro a IL-17
também esteve envolvida com a suscetibilidade a LV causada por L. donovani
(TERRAZAS et al., 2016). Além disso, em pacientes com leishmaniose cutéanea,
mucocutanea e dérmica pos-calazar, niveis aumentados de IL-17 na pele contribuiram
menos para a cicatrizacdo da feridas do que em outros tecidos (GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017). Por outro lado, individuos que se recuperaram de uma
infeccdo por LV ou LC foram capazes de induzir uma protecdo duradoura contra a
reinfeccdo, com niveis elevados de IL-17 e IL- 22 (BANERJEE et al., 2016). Ademais,
sabe-se que IL-27 inibe a secrecdo de IL-17 e IL-22 e na LV ja se foi observado niveis
diminuidos de IL-17/RORyT e aumentados de IL-27. A partir disso € sugerido (KUMAR;
NYLEN, 2012) que a IL-27 possa ter um papel na patogénese da LV, suprimindo as a¢es
da resposta Th17 que seriam potencialmente protetoras. Porém, também é ressaltado que

a supressdo da linhagem Th17 poderia ser uma forma do corpo controlar seus efeitos
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patoldgicos. Portanto, o entendimento sobre a resposta Th17 na leishmaniose ainda é dual,

ndo esta totalmente esclarecido e deve continuar a ser investigado.

Outros componentes imunoldgicos importantes associados a progressdo ou cura
da leishmaniose sdo 0s mecanismos de polarizacdo de macrofagos. Os macrofagos
quiescentes (MO0), tal como os linfécitos T CD4+ (ThO), podem assumir diferentes
fendtipos, a depender do microambiente de citocinas ao qual sdo expostos. Quando
ativados por citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e TNF-o ou agonistas TLR como o
lipopolissacarideo (LPS), os macréfagos MO séo diferenciados no perfil M1, pré-
inflamatorio, que é caracterizado pela expressao de marcadores de superficie, como TLR-
2, TLR-4, CD80, CD86, MHC-II e INOS, e secretam citocinas como TNF-a, IL-1a, IL-
1B, IL-6, 1L-12, CXCL9 e CXCL10. Entretanto, quando estimulados por fatores como
IL-4, IL-10 e IL-13, os macrofagos MO séo direcionados para o fenotipo M2, de carater
regulatorio, que expressa marcadores de superficie como CD206, CD163 e CD209 e
secreta moléculas como IL-10, TGF-p e arginase 1 (Argl) (MURRAY, 2017; WANG et
al., 2021; ALMEIDA et al., 2023).

Na leishmaniose visceral, a polarizacdo de macrofagos € significativamente
importante e pode determinar o curso da infeccdo. Em fenotipos M1 as vias de producéao
de energia, tais como glicdlise e via das pentoses fofasto séo reguladas positivamente para
gerar energia em forma de ATP e NADPH, que sdo usados para a producdo de EROs e
eliminacdo dos protozoarios. Ademais, macrofagos M1 aumentam sua expressao de IL-
12 e TNF-a. A IL-12 esté envolvida tanto no aumento de iINOS, quanto na diferenciacédo
de células Thl produtoras de IFN-y. Ja o IFN-y promove a expressdo de IL-12 e iNOS,
criando um ciclo de feedback positivo, que resulta na producéo de altas concentracées de
NO, a fim de matar os parasitos. Diferentemente, os macrofagos M2 sdo direcionados
para uma via de producéo de IL-4 e IL-10, diminuindo a producdo de NO. Ademais, a IL-
10 pode diminuir a responsividade dos macréfagos ao IFN-y, o que os torna mais
permissivos a presenca das amastigotas intracelulares (SAUNDERS; MCCONVILLE,
2020; VOLPEDO et al., 2021; ALMEIDA et al., 2023).

Além dos macrofagos e linfocitos, os mondcitos também possuem um papel
importante na infeccdo por Leishmania spp. Essas células podem ser dividas em 3
subpopulagBes: mondcitos ndo classicos (CD14%™*° CD16**), de longa duracgéo e que
monitoram 0S vasos sanguineos como um processo fisiolégico normal; mondcitos

intermediarios (CD14" CD16%); e mondcitos classicos (CD14* CD16), inflamatérios e
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de curta duracdo (iMOS) (VOLPEDO et al., 2021). Ja se foi observado que os mondcitos
podem participar da patogénese da LC, mediando respostas inflamatdrias nas zonas de
infeccdo (NOVAIS et al., 2014; PASSOS et al., 2015). Ao contrério, ja se foi relatado que
monaocitos intermediarios assumem um perfil anti-inflamatério na LV, tornando-os mais
parecidos com mondcitos nao classicos, do que com os classicos. Acredita-se que esse
perfil anti-inflamatério prejudique as respostas imunoldgicas, contribuindo para a
persisténcia da infeccdo (KAUSAR et al., 2024). Ademais, NOVAIS et al., (2014)
demonstraram que L. braziliensis é capaz de infectar as 3 subpopulacdes de mondcitos.
Contudo, os mondcitos classicos apresentaram uma maior capacidade de induzir explosao
oxidativa e controlar os parasitos. Além disso, 0 estudo também mostra que 0s mondcitos
classicos controlaram os protozoarios através da producdo de EROs, porém sem aumentar
as quantidades de NO, tanto de forma inata, quanto apds ativagao por IFN-y.

Com base nisso € possivel observar que, 0 que separa a cura da progressao da
leishmaniose s@o os diversos componentes da resposta imunoldgica de cada individuo. O
balanco entre as respostas Thl, Th2 e Th17, a polarizacdo de macréfagos M1 e M2, bem
como o perfil inflamatorio de mondcitos, demonstram ser fatores chaves que determinam
0 curso da infec¢do. Todavia, nem tudo ainda esta esclarecido e mais estudos nesse sentido

ainda se fazem necessario.

2.5. TERAPIAS PARA O TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE E PROBLEMAS
ASSOCIADOS

Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos como terapéutica para a
leishmaniose na década de 1940 e até hoje sdo os medicamentos de primeira linha contra
todas as formas de leishmaniose, sendo 0s principais: 0 antimoniato de meglumina
(Glucantime ®) e o estibogluconato de sdédio (Pentostam ®). Além disso, outros
medicamentos também estdo disponiveis para o tratamento, como a Pentamidina
(Pentacarinat ®), Paramomicina (Humatin ®) e Anfotericina B (Anforicin B®, Funtex
B®, Unianf®, etc). Contudo, todos os esses medicamentos apresentam consideraveis
efeitos toxicos para o organismo e alguns tem falhas no tratamento ja registradas devido
ao surgimento de linhagens de Leishmania resistentes. Apesar do desenvolvimento de

formulac6es lipossomais menos toxicas para Anfotericina B (AmBisome ®) e miltefosina
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(Impavido ®), o alto custo de produgdo de um e o efeito teratogénico do outro,
respectivamente, tornam seus usos ainda problematicos (FREZARD; DEMICHELL;
RIBEIRO, 2009;: ALCANTARA et al., 2018; ALMEIDAet al., 2021; NERY et al., 2024).
Assim, a busca por terapias mais efecientes continua sendo um desafio a ser resolvido

pela ciéncia.

A miltefosina é o Unico tratamento oral para o tratamento da leishmaniose e foi
aprovada em 1990. Inicialmente, a miltefosina foi um sucesso, porém, atualmente seu
acesso para a populacdo é dificil devido a cadeias de abastecimento ineficientes e baixo
interesse das autoridades (SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018). Além disso, outro
problema envolvendo este farmaco é o surgimento de linhagens de Leishmania
resistentes. Ja se foi observado a recidiva da LV causada por L. donovani apds o
tratamento com miltefosina. Ademais, também ha registros de recidivas de LC causada
por L. mexicana e L. amazonensis ap0s o uso do medicamento (CALVOPINA et al., 2006;
ZERPA et al., 2007).

Outro farmaco bastante conhecido é a Anfotericina B, um antifingico de amplo
que passou a ser utilizado como tratamento de segunda linha para a leishmaniose na
década de 1960, principalmente em casos de resisténcia de linhagens de Leishmania spp.
aos antimoniais pentavalentes (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; SHIRZADI, 2019).
Seus mecanismos de acdo mais estudados sdo: a formacdo de poros na membrana
plasmatica dos microrganismos, levando a um choque metabdlico e morte celular; e a
interacdo com o ergosterol de membrana presente nos microrganismos, levando a
desestabilizacdo da membrana plasmatica (figura 8). Entretanto, apesar de interagir
preferencialmente com o ergosterol, a AmB também interage com o colesterol, o que a
torna toxica para células de mamiferos (OSTROUMOVA; EFIMOVA; SCHAGINA,
2012; CAROLUS et al.,, 2020). Com isso, seu tratamento requer hospitalizacdo
prologanda para monitoramento do paciente, e efeitos toxicos como hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e atividade hemolitica ja foram relatados
(INSELMANN; INSELMANN; HEIDEMANN, 2002; NIX, 2014; LIU et al., 2023).
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Figura 8 — Mecanismo de agdo da Anfotericina B
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Fonte: Autoria propria, 2025. Criado em BioRender.com. Formagcao de poros causada pela AmB através da
interacdo com ergosterol de membrana e consequente extravasamento de contetido celular.

Com base nisso, a procura de novos farmacos para tratar a leishmaniose torna-se
urgente. Além disso, devido ao fato da imunidade celular estar prejudicada durante a fase
aguda da doenca, a administracdo de farmacos que matam os parasitos junto a compostos
que tenham efeitos imunomoduladores a favor do hospedeiro, parece ser um caminho
promissor, que poderia ajudar o sistema imunolégico em uma depuracdo mais rapida e
eficaz dos invasores (SRIVASTAVA et al., 2017). Contudo, encontrar um novo agente

promissor ndo € uma tarefa facil, sendo um desafio para os cientistas.

2.6. FLAVONOIDES COMO UMA NOVA PROPOSTA DE INTERVENCAO PARA
TRATAR A LEISHMANIOSE

Os produtos naturais desempenham um papel crucial na histéria da descoberta de
medicamentos. Dentro de uma vasta gama de compostos bioativos naturais, 0S
flavonoides se destacam. Estes sdo metabolitos secundarios com uma estrutura
polifendlica, constituindo um grupo diversificado de produtos naturais encontrados
amplamente em plantas vasculares. Ademais, essa classe de fitoquimicos é bastante

produzida e utilizada pelas plantas como agentes defensivos que atuam como
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fotoprotetores contra a luz solar ultravioleta e a previnem a peroxidacao lipidica (BENTZ,
2017; ZHANG et al., 2022). Os flavonoides também estdo entre as novas apostas
terapéuticas para o tratamento da leishmaniose e ganharam notoriedade devido a
diversidade de efeitos bioldgicos que possuem, tais como: atividade antioxidante, pro-
oxidativa, anti-cancer, anti-bacteriana, anti-Leishmania, entre outras (TASDEMIR et al.,
2006; HIDALGO; SANCHEZ-MORENO; DE PASCUALTERESA, 2010; CATANEO et
al., 2019; ZENG et al., 2019; SONG et al., 2020).

Dentre os flavonoides com atividade anti-Leishmania mais estudados esta a
quercetina (3, 3, 4, 5, 7-penta-hidroxiflavona), um flavonol aglicona que faz parte da dieta
humana ha séculos e pode ser encontrado em uma variedade de alimentos como: chas,
maca, brdcolis, vinhos, espinafre, frutas vermelhas, coentro, améndoa, cebola e alcaparras
(BENTZ, 2017; AGHABABAEI; HADIDI, 2023). A quercetina é biossintetizada pela via
metabolica dos fenilpropanoides (figura 9), atraves da converséo de fenilalinina em acido
cindmico, que por sua vez é hidroxilado, formando acido p-cumérico. Este ultimo é
convertido em 4-cumaroil-coA que se une a malonil-CoA para produzir a chalcona
naringenina. Apos mais algumas etapas, passando pela formacao de di-hidrokaempferol

e di-hidroquercetina, a quercetina finalmente é formada (SINGH et al., 2021).

Figura 9 — Via biossintética da quercetina
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Um dos efeitos bioldgicos mais conhecidos da quercetina é a sua atividade
antioxidante, capaz de proteger 0 nosso corpo contra radicais livres (AGHABABAEI;
HADIDI, 2023). Entretranto, a quercetina também pode ter acao pré-oxidativa a depender
do microambiente e das condicdes inseridas (SANTOS et al., 2023). Em promastigotas
de Leishmania braziliensis, a quercetina tem acdo pré-oxidativa direta, elevando os niveis
de EROs intracelular e levando a morte dos protozoarios por apoptose/necrose
(CATANEDO et al., 2019). Além disso, a quercetina parece atuar como um inibidor misto
da arginase de L. amazonensis, uma enzima que compete por L-arginina com a NO sintase
(NOS) e ao ser inibida leva ao aumento dos niveis intracelulares de NO, um conhecido
agente microbicida (CARTER et al., 2021).

Em relacdo a sua atividade imunomoduladora, estudos mostram que a quercetina
regula positivamente a expressdo génica das citocinas IFN-y e IL-10, pré e anti-
inflamatdrias respectivamente, em macrofagos infectados com L. donovani (DAS et al.,
2022). Em contrapartida, a quercetina diminui a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a e a IL-6 em camundongos infectados com L. major. Ja se sabe que 0s niveis
excessivos de citocinas como TNF-a e a IL-6 dificultam o processo de cicatrizacdo de
feridas, devido a inducédo de inflamacéo persistente, o que leva a formacdo das feridas
crénicas observadas na LC. Assim, a regulacdo negativa da quercetina sobre essas
citocinas pode ajudar na cicatrizacao de feridas (ORY AN; BEMANI; BAHRAMI, 2023).

Com base nisso, a administracdo de imunomoduladores, como a quercetina, em
conjunto com os medicamentos anti-Leishmania existentes, pode ser uma abordagem
apropriada para mitigar as lesdes patologicas da LC, bem como induzir respostas Thl
dependentes de IFN-y mais contundentes na LV, aumentando a morte dos parasitos e
acelerando o0s processos de cura. Porém, a literatura sobre a imunomodulacdo da
quercetina na leishmaniose ainda é escassa, fazendo-se necessario mais estudos sobre o
composto. Dessa forma, a hipdtese desse trabalho é que a quercetina, devido aos seus
efeitos imunomoduladores, possa atuar como um adjuvante terapéutico para o tratamento
da leishmaniose e que sua associacdo com a AmB pode potencializar a cura da doenca

através de efeitos sinérgicos entre 0s compostos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como foco avaliar a atividade biolégica da quercetina e
sua associagdo a Anfotericina B contra culturas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) infantum e no contexto da infecgdo de mondcitos humanos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a citotoxicidade da quercetina sobre populacGes de promastigotas de L.

infantum;

b) Avaliar se existe atividade sinérgica entre a quercetina e a AmB contra culturas de L.

infatum;
¢) Avaliar a citotoxicidade da quercetina em células humanas;

d) Avaliar a atividade bioldgica da quercetina isolada e associada a AmB na taxa de

infeccdo de monaocitos (CD14+) por L. infantum;

e) Avaliar a atividade da quercetina isolada e associada a AmB na modula¢éo da producdo

de EROs e NO em mondcitos (CD14+) infectados com L. infantum;

f) Avaliar a atividade imunomoduladora da quercetina na producéo de citocinas como
IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-17 em PBMC infectadas com L. infantum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DOS MATERIAIS

A quercetina, anfotericina B, dimetilsulféxido (DMSO) e Lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli, foram obtidos da Sigma-Aldrich. As sondas de detecgdo
dihidroetidina (DHE) e diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina
(DAF-FM Diacetate) foram obtidas da Invitrogen, ThermoFisher. O Anticorpo anti-
CD14+-APC foi obtido da BD Biosciences. O diacetato de carboxifluoresceina
succinimidil éster (CFDA-SE) foi obtido da Molecular Probes (Ref.: C34554). O meio
Schneider, o antibidtico (penicilina 200 U/mL + estreptomicina 0.1 mg/mL), o kit de
reacdo de Griess e 0 meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, também foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O soro bovino fetal (SBF) foi obtido da Cultilab. O Ficoll-
Hypaque foi obtido da Cytiva. Os Kits para ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA) foram obtidos da Invitrogen, ThermoFisher [Refs.: 88-7316-88 (IFN- vy), 88-
7106-88 (IL-10), 88-7126-88 (IL-12p70), 88-7066-88 (IL-6) e 88-7478-88 (IL-17)].

4.2. CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres
Humanos do  Hospital  Universitario  Lauro  Wanderley/UFPB  (CAAE:
17813013.8.0000.5183), sendo o projeto intitulado “Leishmaniose Visceral Humana:
Estudo de marcadores imunoldgicos e sua importancia no prognostico de doenca
sintomatica e assintomatica”. Ademais, todos os contribuintes desta pesquisa foram
informados sobre a importancia da mesma, bem como, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participacao voluntaria do projeto.

4.3. MANUTENCAO DA LINHAGEM CELULAR DE PROMASTIGOTAS

As culturas de Leishmania (Leishmania) infantum da linhagem BRK | BR2000 foram

mantidas in vitro, emerlenmeyers ou garrafas de cultura, em meio Schneider (24,084 g/L
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de pd Schneider + 0,4 g/L de Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) + 0,6 g/L de cloreto de
calcio anidro — CaCl2), pH 7, suplementado com 20% de SBF, 1% de penicilina 200
U/mL + estreptomicina 0.1 mg/mL e 2% de urina masculina humana estéril filtrada (filtro
0,22 um). Ademais, as células foram mantidas a uma temperatura de 26 + 1 °C em estufa
de Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO) e foram feitas passagens/repiques celulares
semanalmente, ndo ultrapassando vinte passagens. Além disso, parte das células foram
mantidas em meio &gar sangue com Schneider suplementado, para manutencdo de
passagens de menor nimero e outras aliquotas celulares foram criopreservadas com a
adicdo de 12% de glicerol estéril nas culturas, sob agitacdo constante por 15 minutos e
imediatamente armazenadas a -20 °C (DEBRABANT et al., 2004 apud ROCHA, 2018).

4.4, DESENHO EXPERIMENTAL

Os participantes desta pesquisa foram escolhidos de forma voluntaria através da
aplicacdo de um questionério e assinatura do TCLE. Critérios de incluséo: Ter entre 18 e
40 anos e assinar 0 TCLE. Critérios de exclusdo: Estar com alguma doenca infecciosa
ativa, ja ter tido leishmaniose, possuir alguma doenca autoimune, ser gestante ou lactante;
ter feito o uso de anti-inflamatorios, antifingicos, antibiéticos, alcool ou drogas ilicitas

nas ultimas 48 h; ndo assinar o TCLE.

4.5. OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO
(PBMC)

Para a obtencao das Células Mononucleares de Sangue Periferico (PBMC), 15-20
mL de sangue periférico foram coletados em tubos VACUTAINERS com heparina de
individuos saudaveis (n = 10). Inicialmente, para uma maior eficiéncia na extracdo das
PBMC do sangue total, o sangue foi diluido (1:1) em Tampédo Fosfato Salino (PBS 1Xx,
pH = 7,2). Apds a diluicdo de sangue em PBS, foi montado o gradiente de densidade com
Ficoll-Hypaque e as amostras foram centrifugadas a 2700 RPM, por 20 minutos, a 20 °C
(4 aceleragdo e 0 desaceleragdo). Em seguida, os aneis leucoplaquetérios foram coletados

e transferidos para tubos falcon de 15 mL estéreis. Adiante, o volume de cada tubo foi
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completado com PBS 1x, para lavagem das células, e centrifugado (1500 RPM, por 10
minutos, a 4 °C). Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e a lavagem foi repetida
mais 2 vezes. Apos as lavagens, os precipitados celulares foram ressuspensos em 1 mL
de meio RPMI suplementado (com 10% de SBF, 1% de penicilina 200 U/mL +
estreptomicina 0.1 mg/mL 1% de L-Glutamina) e 10 pL foram retirados para serem
diluidos em 90 pL de azul de Trypan (1:10) para contagem celular em hemocitémetro.
Apobs a contagem, a concentracdo de células foi ajustada com meio RPMI para 1x10’
células/mL.

46. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA QUERCETINA EM
PROMASTIGOTAS DE L. INFANTUM

Para avaliar as concentracfes citotoxicas da quercetina em promastigotas de L.
infantum. Promastigotas em fase logaritimica foram colocadas em placas de 96 pogos de
fundo U com meio Schneider suplementado na concentracio de 2x10° células/mL e foram
expostas a quercetina (300 a 9,37 uM) ou AmB como controle positivo (10 a 0,07 uM),
por 72 horas, a 26 = 1 °C em estufa DBO. Apos o periodo de tratamento, as placas foram
centrifugadas (a 2000 RPM, por 10 minutos, a 25 °C), os sobrenadantes desprezados e
foi-se adicionado 100 puL/poco de meio com 10% de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). O composto foi deixado nas placas para reagir por 4
horas, a 26 + 1 °C em estufa DBO, para formacéo dos critais de formazan. Em seguida,
foram adicionados 100 pL/pogo de DMSO e as placas foram lidas em leitor de microplaca

no comprimento de onda de 540 nm.

4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE SINERGICA ENTRE QUERCETINA E
ANFOTERICINA B EM PROMASTIGOTAS DE L. INFANTUM

Para avaliar se existia uma atividade sinérgica da quercetina com a anfotericina B,
promastigotas em fase logaritimica foram colocadas em placas de 96 poc¢os de fundo U
com meio Schneider suplementado na concentragdo de 2x107 células/mL. Em seguida,
foram adicionadas nas colunas 1, 2, 3 e 4 das placas, as concentragdes de quercetina (300,
150, 75 e 37,5 uM) e nas linhas A, B, C, D, E, F, G e H as concentra¢des de AmB (10 a
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0,07 uM), para gerar combinacdes de todas as concentragdes de um composto com 0
outro, tal como mostrado na (figura 10). As placas foram ent&o incubadas por 72 horas, a
26 + 1 °C em estufa DBO. Ao final do processo meio com MTT foi adicionado a todos 0s
pocos e posteriormente DMSO, e as placas foram lidas em leitor de microplaca no

comprimento de onda de 540 nm.

Figura 10 — Teste de sinergismo em promastigotas com quercetina e AmB
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Fonte: Autoria propria, 2025. Criado em BioRender.com. Concentragdes de quercetina e AmB testadas
contra promastigotas de L. infantum por 72 h.

4.8. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA QUERCETINAEM PBMC

Para avaliar a citotoxicidade da quercetina em PBMC, incialmente extraimos as
células do sangue total de individuos saudaveis (n = 3) por gradiente de Ficoll-Hypaque.
Apos a extracdo, as células foram colocadas em placas de 96 pocos de fundo U na
concentracio de 1,5x10° células/mL. Ainda adicionamos quercetina (600 a 9,37 uM) ou
AmB como controle positivo (100 a 0,78 uM) e as células foram incubadas por 24 horas,
a 37 £1°C em estufa de CO2 5%. Ap0s o tratamento, as placas foram centrifugadas, parte
do seu sobrenadante desprezado e 10% de MTT foi adicionado a todos os pogos. Apés 4
horas foi adicionado 100 pL/poco de DMSO e as placas foram lidas em leitor de

microplaca no comprimento de onda de 540 nm.
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4.9. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA QUERCETINA EM ERITROCITOS
HUMANOS

Com o objetivo de avaliar se a quercetina poderia ser tdxica para eritrécitos
humanos, 4 mL de sangue periférico de individuos saudaveis (n = 3) foram coletados e
diluidos em PBS. Em seguida, placas de 96 pocos de fundo U foram preparadas com PBS
mais quercetina ou AmB, apenas PBS para controle de viabilidade e dgua deionizada
como controle de lise total. As amostras foram incubadas por 1 hora, a 37 + 1 °C em estufa
de COz 5%. Apos esse periodo, 100 pL de PBS foram adicionados a todos 0s pogos, as
placas foram centrifugadas por 10 min, a 25 °C (4 aceleracdo e 4 desaceleracdo) e 0s
sobrenadantes foram retirados e transferidos para placas de 96 pogos de fundo chato, que

foram lidas em leitor de microplaca no comprimento de onda de 540 nm.

4.10. PREPARACAO DA LEISHMANIA PARA INFECCAO DE MONOCITOS

Inicialmente as culturas de Leishmania foram transferidas para tubos falcons
estéreis e centrifugadas a 2000 RPM, 10 min, a 25 °C (4 aceleracédo e 4 desaceleracdo).
Apos a centrifugacao o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 1 mL
de RPMI suplementado. Em seguida, os parasitos foram diluidos (1:1000) em solucéo de
isoton, para contagem em hemocitémetro. Apos a contagem as células foram ajustadas
para a concentragdo de 1x108 cél/mL (10 parasitos : 1 PBMC). As culturas ainda foram
separadas, sendo uma para marcacdo com CFDA-SE e outra sem marcacdo para ajustes

de autofluorescéncia.

Apos ajustes de concentracdo, as culturas foram centrifugadas a 3000 RPM, 10
min, 4 °C (4 aceleracdo e 4 desaceleracdo), os sobrenadantes foram desprezados e 0s
precipitados celulares ressuspendidos em 1 mL de PBS 1x suplementado com 10% de
SBF. Paralelamente a solucdo de CFDA-SE [5 mM] foi preparada e 2 pL dessa solucao
foram adicionados ao ajuste de células que deveria ser marcado. Durante o processo de
marcacdo as culturas de Leishmania foram colocadas em estufa com demanda bioldgica
de CO2 5% a 37 + 1 °C por 15 minutos. Ademais, os tubos foram cobertos com papel
aluminio e agitados a cada 5 minutos para evitar precipitacdo. Apos o periodo de

incubacdo, as celulas foram lavadas 2 vezes com PBS suplementado pararetirar o excesso
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de corante, com centrifugacdo a 3000 RPM, 10 min, 4°C, 4 aceleracéo e 4 desaceleracao,
e desprezo do sobrenadante. Ao final os parasitos foram ressuspensos em 1 mL de RPMI
suplementado.

4.11. PROCESSO DE INFECCAO E PLAQUEAMENTO

Apo6s as culturas de PBMC e leishmanias promastigotas estarem devidamente
preparadas, ambas foram juntas em um s6 tubo e homogeinizadas. Paralelamente, placas
de 96 pocos de fundo U foram preparadas com a adi¢do de meio RPMI suplementado em
todos 0s pocos na quantidade pré-calculada. Em seguida, adicionamos as drogas em suas
respectivas concentragdes/pogo, sendo quercetina 150 pM e anfotericina 5 pM.
Posteriormente as células foram adicionadas em seus respectivos pogos nas seguintes
condicdes: PBMC sem infeccdo com apenas meio, quercetina, AmB e quercetina com
AmB; aléem de PBMC com leishmanias marcadas com CFSE e PBMC com leishmanias
sem marcacao, para todas as condicOes anteriores. A placa foi entdo incubada em estufa
de CO2 5% a 37 °C por 2 horas, ap0s esse periodo 5 pg/mL de LPS foram adicionados
em seus respectivos pocos ja predefinidos e a placa voltou para a estufa por mais 1 hora,

totalizando 3 horas de infec¢éo.

4.12. PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA
ANALISE DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E OXIDO NITRICO

Inicialmente padronizamos diversos parametros dos experimentos através de
testes pilotos. O primeiro teste foi realizado para determinar a melhor concentracao de
quercetina a ser utilizada, para isso a quercetina foi testada a 37,5, 75, 150 e 300 uM.
Segundo os dados da citometria, as concentracdes de 150 e 300 uM foram eficazes em
diminuir a porcentagem de infeccdo de mondcitos e a concentracdo de 150 uM foi

escolhida pensando em uma maior janela terapéutica.

Adiante, buscamos padronizar as concentracdes das sondas que seriam utilizadas
na deteccdo de EROs e NO. Para isso, realizamos uma curva de concentracdo de 2, 5, 7.5
e 10 uM comDHE e 0.5, 1, 1.5 e 2 uM com DAF-FM. De acordo com o resultado piloto,

a sonda DHE apresentou marcacdo 6tima a5 puM/poco, estando de acordo coma literatura
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(CHANG et al., 2007), na concentracdo de 2 uM foi de baixa intensidade e em 7.5 e 10
MM as marcacBes desmontraram uma intensidade de fluorescéncia excessiva. JA em
relacdo a DAF-FM, a sonda apresentou marcacgdo satisfatéria ja a partir de 0.5 uM e

portanto foi escolhida.

Adiante, buscamos descobrir a concentracdo de células necessarias para uma boa
marcacgéo e quantidade de eventos suficientes. Assim, testamos as concentragdes celulares
de 2,5x10°%, 5x10° e 1x10° células/pogo. Com base nos resultados obtidos, observamos
uma boa quantidade de eventos e uma marcacao satisfatéria das células na concentracéo
de 5x10° células/poco. Ademais, outro pardmetro analisado em nossas padronizagGes
foram os tempos de incubacdo das células com as sondas para haver uma melhor
marcacdo das populacées de mondcitos. Testamos os tempos de 30 e 60 minutos, e 0s
nossos resultados mostraram que, a partir de 30 minutos ja houve uma intensidade de

fluorescéncia satisfatoria, estando de acordo com a literatura (ACUNA et al., 2017).

Posteriormente testamos as concentracdes Otimas de acdo do LPS, que foi
utilizado como controle pré-inflamatorio. O LPS foi testado a 0.1, 0.5, 1, 5 e 10 pg/mL,
durante 1 hora de estimulo, porém, s observamos efeito estimulatorio significativo a
partir de 1 pg/mL. Com base nisso, escolhemos a concentracdo de 5 pg/mL, tendo em
vista que houve diferenca de estimulo comparado a concentracdo de 1 pg/mL mas ndo

apresentou diferenca para 10 pg/mL.

Por fim, introduzimos a Anfotericina B, para também associa-la a quercetina nos
estudos de infeccdo. A concentracdo de AmB escolhida foi baseada na literatura, onde foi
observado que o farmaco diminuiu a infec¢do de macréfagos derivados de células THP-
1 a partir de 5 pM apds 48 h de tratamento (BORGES et al., 2023). Sendo assim,
utilizamos a concentracdo de 5 UM para investigar se a AmB diminuiria a entrada de
promastigotas em mondcitos ja durante as primeiras horas de infec¢do e se ocorreria

alguma atividade sinérgica de diminuicdo da infeccdo junto a quercetina.

4.13. QUANTIFICACAO DATAXA DE INFECCAO E PRODUCAO DE EROS E NO

Apos todo o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas por 10 min, 1500

RPM, 4 °C (4 aceleracéo e 4 desaceleracdo) e os sobrenadantes dos pogos foram retirados.
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A placa foi lavada 2x com PBS suplementado, sendo centrifugada por 10 min, 1500 RPM,
4 °C (4 aceleracdo e 4 desaceleracdo), para retirada de parte das promastigotas nao
internalizadas. A partir daqui, os mondcitos foram marcados com 2 pL/poco de anti-
CD14+-APC e com as sondas DHE a 5 uM/poco e DAF-FM a 0,5 pM/poco, para

quantificacdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico, respectivamente.

As placas com as marcagdes foram incubadas em temperatura ambiente (TA) por
30 min. e depois centrifugadas por 10 min, 1500 RPM, 4 °C (4 aceleracdo e 4
desaceleracdo). Em seguida, os sobrenadantes foram retirados e os pogos lavados com
150 pL de PBS 1x. Por fim, 100 uL de PBS 1x e 100 pL de formaldeido 4% foram
adicionados em todos os pocos e as placas incubadas por 20 min em TA. Com isso, as

amostras foram transferidas para tubos FACs para leitura em citdmetro de fluxo.

4.14. QUANTIFICACAO DE NITRITO PELAREACAO DE GRIESS

A fim de avaliar a presenca de nitrito em sobrenadantes celulares, que esta
diretamente relacionada a producéo de 6xido nitrico celular, amostras de PBMC com e
sem infeccdo foram incubadas em placas de 96 pocos de fundo U com meio, quercetina,
AmB, quercetina com AmB, LPS, por 24 horas. Ap0s 0s periodos de tratamento, as placas
foram centrifugadas por 10 min, 1500 RPM, IFN-y ou LPS + IFN-y 4 °C (4 aceleracédo e
4 desaceleracdo). Em seguida, os sobrenadantes foram retirados a transferidos para placas
de 96 pocos de fundo chato e a reacdo de Griess foi realizada de acordo com o manual do
fabricante (Sigma-Aldrich). Apds a reacdo, as placas foram lidas em leitor de microplaca

no comprimento de onda de 540 nm.

4.15. ENSAIO DE IMUNOABSORCAO LIGADO A ENZIMA PARA
QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Para quantificacdo das citocinas IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-17 realizamos o
ensaio de imunoabsorgdo ligado & enzima (ELISA). Para este experimento, PBMC foram
extraidas e uma parte foi infectada com promastigotas de fase estacionaria (PBMC 1:10

promastigotas). Apos 3 horas de infec¢do, em estufa de CO. 5% a 37 °C, as amostras
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foram lavadas com PBS para retirada das promastigotas ndo internalizadas. As células
infectadas e ndo infectadas foram colocadas em placas de 48 pocos, com meio RPMI
suplementado e quercetina (150 uM), AmB (5 uM), quercetina com AmB ou LPS (1
pg/mL). As placas foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37 °C, por 24 horas. Apds o
periodo de tratamento, as placas foram centrifugadas por 10 min, 1500 RPM, 4 °C (4
aceleracédo e 4 desaceleragéo) e os sobrenadantes foram coletados para congelamento a -
20 °C. Posteriormente, as citocinas presentes nos sobrenadantes foram quantificadas por
ELISA sanduiche de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific). Assim, a leitura foi realizada em leitor de microplaca no comprimento de onda
de 450 nm.

4.16. ANALISES ESTATISTICAS

As anélises dos experimentos de citometria de fluxo foram realizadas no software
FlowJo 10.9.0 (FlowJo LLC, Ashland, OR, US), para obtencdo das porcentagens de
marcacao das populacdes de células. Como estratégia de analise para 0s mondcitos ndo
infectados, na PBMC selecionamos a populacdo de células CD14+ e dentro desta
populacdo analisamos a porcentagem de células DHE+ e DAF-FM+. Ja para analisar 0s
monacitos infectados, selecionamos as células CD14+, seguido da selecdo de células
CD14+CFSE+ para avaliar a taxa (%) de infeccdo. Ademais, dentro da populacdo de
CD14+ infectados (CFSE+), também analisamos as porcentagens de células produtoras
de EROs (DHE+) e NO (DAF-FM+) — Figura 11.
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Figura 11 — Estratégias de analise em mondcitos néo infectados e infectados

(A) Estratégia de analise em mondcitos nao infectados
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Estratégia de andlise para avaliagdo da porcentagem de células infectadas e produtoras de EROs e NO. (A)
Andlise de células ndo infectadas demarcando a populagdo de mondcitos, seguido da sele¢do de mondcitos
CD14+ e escolha das sondas DHE+ ou DAF-FM+. (B) Andlise de células infectadas demarcando a
populacdo de mondcitos, seguido da sele¢cdo de mondcitos CD14+, selecdo de mondcitos infectados
CD14+CFSE+ e selecdo de DHE+. OBS.: para analise de NO apds demarcar a populacdo de CD14+,
selecionamos a populagdo CD14+DAF-FM+, pois no grupo de infectados marcados com DAF-FM+ nédo
havia leishmania marcada com CFSE+, pois ambos os marcadores sdo do canal FITC.

Adiante, os dados obtidos pelo método MTT, citometria de fluxo, quantificacdo
de nitrito e ELISA, foram exportados para o software GraphPad Prism (San Diego, EUA),
onde foram normalizados e analisados por por analise de variancia (ANOVA One-Way)
e 0 Teste post hoc de Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0.05(*).
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5. RESULTADOS

5.1. QUERCETINA E ANFOTERICINA B ASSOCIADAS POSSUEM ATIVIDADE
SINERGICA ANTI-LEISHMANIA

A atividade anti-Leishmania da quercetina ja foi relatada em diversas espécies,
incluindo L. major, L. tropica, L. donovani, L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis
(MEMARIANI, H.; MEMARIANI, M.; GHASEMIAN, 2024). Ademais, a combinacéo
de medicamentos com produtos naturais € uma estratégia amplamente utilizada para o
combate de infecgdes mais graves e resistentes (AL ABOODY; MICKYMARAY, 2020).
Nesse contexto, avaliamos a atividade da quercetina isolada e combinada a Anfotericina
B em culturas de promastigotas de L. infantum por 72 horas de tratamento. Inicialmente
as promastigotas foram expostas a tratamentos isolados com quercetina ou AmB.
Segundo os resultados, a quercetina apresentou atividade anti promastigota, com
Concentracdo Inibitéria Média (Clso) = 125,4 uM. Além disso, o flavonoide causou uma
reducdo de aproximadamente 25% da viabilidade celular ja a partir de 9,37 UM e mais de
60% a 300 uM (figura 1). Adiante, a AmB apresentou Clso = 0,4 uM, com reducéo de
aproximadamente 25% da viabilidade em 0,15 pM e reducdo maxima de 85% a 10 uM
(figura 12).

Figura 12 — Atividade anti-Leishmania da quercetina e Anfotericina B
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Atividade anti-Leishmania in vitro em promastigotas de L. infantum BRK | BR2000 da quercetina (A) e
Anfotericina B (B) ap6s 72 h de tratamento. Os dados representam a média + desvio padrdo (DP) de trés
experimentos independentes e foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida
de pds-teste de Tukey.
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Em seguida, investigamos se a quercetina possuia alguma atividade sinérgica
quando combinada com a Anfotericina B e para isso associamos diversas concentragdes
de quercetina (300, 150, 75 e 37,5 uM) com AmB (10, 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15 e 0.07
HM). A atividade sinérgica entre duas moléculas é um fator importante a ser avaliado,
pois permite diminuir as concentracbes de cada composto, a0 menos tempo que a
atividade bioldgica contra o alvo é aumentada e as chances de resisténcia diminuidas
(ARAUJO et al., 2016). Para determinar a sinergia entre os compostos utilizamos o
calculo do indice de Combinagdo (Combination Index, Cl),emque Cl<1,Cl=1eCl >
1 indicam sinergia, aditividade e antagonismo, respectivamente (DUARTE; VALE,

2022), de acordo com a equacéo descrita abaixo:

Figura 13 — Calculo do indice de Combinag&o de compostos
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Fonte: DUARTE; VALE, 2022. CI = indice de Combinacéo; (D); = Concentracio da droga combinada 1
(ex.: quercetina); (D). = Concentracdo da droga combinada 2 (ex.: AmB); (Dx): = a dose do farmaco

D; sozinho que inibe o crescimento das células em x%; (Dx). = a dose do farmaco D, sozinho que inibe o
crescimento das células em x%.

Baseado nos célculos, observamos que a quercetina quando combinada a AmB
apresentou atividade sinérgica contra promastigotas de L. infantum apds 72 h de
tratamento em duas combinagdes: quercetina 75 uM + AmB 0,15 uM (Q 75+ A0,15) e
quercetina 37,5 uM + AmB 0,31 uM (Q 37,5 + A 0,31). Nosso resultados demonstram
que a quercetina isolada inibiu a viabilidade celular em cerca de 70% a 300 uM, a AmB
isolada inibiu 70% da viabilidade a 0,62 uM e a combinacdo quercetina Q 75 + A 0,15
inibiu aproximadamente 70% da viabilidade. A partir da equacdo para o calculo de CI,
obtivemos que a combinacdo Q 75 + A 0,15 apresenta um Cl = 0,491, indicando atividade
anti-Leishmania sinérgica entre os compostos. Além disso, a combinacdo Q 75 + A 0,15
apresentou atividade anti-Leishmania estatisticamente maior do que a quercetina e a AmB
isoladas nas mesmas concentracdes. Vale destacar também, que ndo houve diferenca
estatistica entre a queda de viabilidade causada pela combinacdo Q 75 + A 0,15 e a
quercetina isolada em concentragfes maiores (150 e 300 pM). Bem como ndo houve

diferenca entre a queda de viabilidade causada pela combinacdo Q 75 + A 0,15 e a
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Anfotericina B em concentragdes maiores (0,31 a 10 pM). Portanto, aumentar as
concentracdes dos compostos isolados ndo foi mais eficaz para matar os parasitos do que
quando combinados (figura 14A).

Jé a segunda combinacao dos compostos (Q 37,5 + A 0,31), diminuiu a viabilidade
das promastigotas em aproximadamente 85%, enquanto 1,25 uM de AmB isolada
também inibiu proximo de 85%. J& a quercetina isolada teve como maior resultado de
inibicdo da viabilidade 70%, assim utilizamos essa concentracdo para calcular o CI da
segunda combinagdo. Com isso, obtivemos que Q 37,5 + A 0,31 apresenta um Cl = 0,373,
também indicando atividade sinérgica, com tendéncia a ser maior do que a primeira
combinagdo. Ainda segundos os dados obtidos, a combinacdo Q 37,5 + A 0,31 foi
significativamente mais promissora do que a AmB a 0,31 uM isolada e do que a
quercetina em 37,5, 75 e 150 uM isolada. Ademais, do mesmo modo que foi observado
na primeira combinacdo (Q 75 + A 0,15), a segunda combinagdo dos compostos também
ndo apresentou diferenca estatistica em relacéo a concentracdes mais altas de quercetina
e AmB, implicando mais uma vez que aumentar as concentracdes dos compostos isolados
ndo os tornou mais eficazes em matar os parasitos do que estando em conjunto (figura
14B).

Tais consideracbes sdo positivas, levando-se em conta que, diminuir a
concentracdo de drogas altamente tdxicas como a AmB, obtendo-se 0 mesmo resultado
terapéutico, através de terapias associadas, é de grande interesse para o desenvolvimento

de um tratamento menos prejudicial aos pacientes.



Figura 14 — Atividade sinérgica da quercetina combinada 8 AmB em L. infantum
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Atividade anti-Leishmania in vitro em promastigotas de L. infantum BRK | BR2000 da quercetina associada
Anfotericina B ap6s 72 h de tratamento. (A) Atividade da quercetina 75 pM + AmB 0,15 uM (Q 75 + A
0,15) comparada com concentracdes de quercetina e AmB isoladas. (B) Atividade da quercetina 37,5 uM

+ AmB 0,31 pM (Q 37,5 + A 0,31) comparada com concentracfes de quercetina e AmB isoladas. Quercetina
(QCT); Anfotericina B (AmBY); indice de Combinagéo (Cl). (D)q = Concentracéo da quercetina combinada;
(D)a = Concentracdo da AmB combinada; (Dx)o = concentracdo de quercetina isolada que inibe o
crescimento das células em 70%; (Dx)a = concentracdo de AmB isolada que inibe o crescimento das células
em 70%. Os dados representam a média + desvio padrdo (DP) de trés experimentos independentes e foram
analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey.
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5.2. CITOTOXICIDADE DA QUERCETINA EM CELULAS SANGUINEAS DE
HUMANOS

Atualmente, a busca por novas terapias visa sobretudo solucionar problemas
presentes em terapias ja existentes, tais como: resisténcia do patdgeno e efeitos adversos
para 0s pacientes. No contexto da leishmaniose, a toxicidade de farmacos como a
Anfotericina B ja foi bem documentada na literatura, fato que se deve principalmente ao
seu mecanismo de acdo sobre ergosterdis de membranas celulares (CAROLUS et al.,
2020; ROATT et al., 2020). Pensando nisso, avaliamos se ha citotoxicidade da quercetina
contra PBMC e eritrécitos humanos, a fim de trazer direcionamentos para uma nova

terapia contra leishmaniose menos grave em comparagéo as tradicionais.

De acordo com nossos resultados, a quercetina, testada de 9,37 a 600 uM, néo
apresentou citotoxicidade contra PBMC em qualquer concentragdo ap0s 24 h de
tratamento, indicando uma Concentracdo Citotoxica Média (CCso) > 600 pM. Em
contrapartida, a AmB, testada de 0,78 a 100 uM, foi citotoxica a partir de 6,25 UM e
apresentou CCso = 27 UM (figura 15). Assim, levando-se em consideracdo o CCsg da
AmB, a quercetina demonstrou ser pelo menos 22 vezes menos toxica para PBMC, o que
traz relevancia para a sua introducdo como droga adjuvante na terapia anti-Leishmania,

objetivando diminuir as doses de uso da AmB e obter a mesma eficacia terapéutica.

Figura 15 — Atividade citotdxica da quercetina e Anfotericina B em PBMC
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Citotoxicidade in vitro da quercetina (A) e Anfotericina B (B) em células mononucleares de sangue
periférico apés 24 h de tratamento. Os dados representam a média + desvio padrdo (DP) de trés
experimentos independentes e foram analisados por anélise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida
de pds-teste de Tukey.
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Adiante, também avaliamos se a quercetina era citotoxica para 0s eritrocitos
humanos, haja vista a atividade hemolitica ja observada da Anfotericina B (SERRANO
et al., 2013 apud LIU et al., 2023). Com base nos dados obtidos, observamos que a
quercetina também nédo apresentou citotoxicidade em qualquer concentracao testada (37,5
a 1200 pM) contra eritrocitos. Por sua vez, a AmB apresentou atividade hemolitica de
27.5, 60 e 69% nas concentracdes de 100, 200 e 400 pM, respectivamente (figura 16).

Figura 16 - Atividade citotdxica da quercetina e Anfotericina B em eritrdcitos humanos
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Citotoxicidade in vitro da quercetina e da Anfotericina B em eritrécitos humanos apds 1 h de tratamento.
CTL-: solugdo de tampao fosfato-salino; CTL+: 4gua deionizada; DMSO: veiculo. Os dados representam
a média * desvio padrdo (DP) de trés experimentos independentes e foram analisados por anélise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey.

Tomados esses dados em conjunto, evidencia-se mais uma vez a importancia do
desenvolvimento de terapias associadas, como uma forma de diminuir o uso de

compostos de alta toxicidade.
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5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA QUERCETINA NA TAXA DE INFECCAO DE
MONOCITOS

5.3.2. Avaliacao da taxa de infecgdo de mondcitos

Diversos efeitos imunomoduladores da quercetina ja foram observados durante a
infeccdo por Leishmania spp. (MEMARIANI; MEMARIANI; GHASEMIAN, 2024).
Além disso, a quercetina ja demonstrou diminuir a infeccdo de macréfagos infectados por
L. braziliensis (SANTOS et al., 2023). Aqui, investigamos a sua atividade junto a AmB
na infeccdo de mondcitos por L. infantum. Assim, a partir de todas as padronizacdes
realizadas, promastigotas marcadas com CFSE+ foram colocadas para infectar monocitos
de 8 individuos (CD14+) durante 3 horas. Apos o periodo de infecgdo, analisamos em
citdometro de fluxo a taxa de infec¢cdo de mondcitos nas condigdes: apenas meio, LPS 5
pg/mL, quercetina 150 pM, AmB 5 pM e quercetina com AmB nas mesmas

concentracgdes isoladas.

De acordo com os resultados obtidos, o grupo controle apresentou 97% de
monacitos positivos para CFSE+, sendo essa a taxa de infeccdo maxima. Como a taxa de
infeccdo foi bastante alta, os efeitos pré-inflamatérios do LPS ndo foram
significativamente diferentes, demonstrando que o LPS ndo interfere nesse tipo de
mecanismo. Em contrapartida a quercetina foi eficaz em diminuir a porcentagem de
monacitos infectados (CD14+CFSE+), causando uma reducdo de aproximadamente 56%
na entrada de promastigotas nos fagécitos. A AmB ndo apresentou diferenca estatistica na
taxa de infeccdo comparando-se ao grupo controle. Ademais, a combinacdo dos
compostos levou a uma reducdo de aproximadamente 60% na taxa de infeccdo, porém,
sem diferenca estatistica com a quercetina isolada, indicando que a acdo de diminuicéo
da infeccdo foi orquestrada pela quercetina e a AmB néo teve influéncia nesse aspecto
(figura 17).
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Figura 17 - Atividade da quercetina (QCT) e Anfotericina B (AmB) na infeccdo de mondcitos
(CD14+) por L. Infatum (CFSE+)
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CTL.: controle; QCT: quercetina; AmB: Anfotericina B; % CD14+CFSE+: taxa de mondcitos (CD14+)
infectados por L. infatum (CFSE+) apds 3 h de tratamento. LPS: Lipopolissacarideo de Escherichia coli.
Os dados representam a meédia + erro padrdo da média (n = 8) e foram analisados por analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey.

5.4. AVALIACAO DAPRODUCAO DE EROS E NO EM MONOCITOS INFECTADOS
POR L. INFANTUM

Além disso, a quercetina também ja demonstrou aumentar a producao de EROs
em macrofagos infectados por L. amazonensis e L. braziliensis (FONSECA-SILVA et al.,
2013; SANTOS et al., 2023). Com base nisso, investigamos se a quercetina junto a AmB
atua da mesma forma na infeccdo de mondcitos por L. infantum. Nossos resultados
demonstraram que a infeccdo (CTL INF) ndo foi suficiente para aumentar a producao de
EROs em mondcitos, quando se comparado a mondcitos ndo infectados (CTL). O LPS
também nado induziu EROs nos grupos ndo infectado (LPS) e infectado (LPS INF). J& a
quercetina apresentou expressivo aumento da producdo de EROs (43%) em mondcitos
infectados (QCT INF), comparando-se aos controles (CTL e CTL INF). Porém, a
quercetina ndo induziu o aumento de superdxidos nos mondcitos ndo infectados,
indicando que o aumento da producéo de EROs esta relacionado a atuacdo da quercetina

nas células infectadas. Adiante, a AmB ndo induziu o aumento da produgdo de EROs nem
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em mondocitos ndo infectados (AmB), nem em infectados (AmB INF). Em relagcdo a
combinagdo dos compostos, ndo houve aumento de oxidantes tdxicos nas celulas ndo
infectadas (QCT + AmB). Contudo, observou-se um aumento significativo de EROs em
mondcitos infectados expostos a quercetina e AmB (Q + A INF). Portanto, a producéo de
EROs € induzida pela quercetina em mondcitos infectados e parece ndo trazer o0 mesmo
efeito em células ndo infectadas. Ademais, a AmB ndo influenciou sinergicamente na

producdo dos superoxidos (Figura 18).

Figura 18 - Atividade da quercetina (QCT) e Anfotericina B (AmB) na producéo de EROs (DHE+)
durante a infec¢do de mondcitos (CD14+) por L. Infatum
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CTL: controle ndo infectado; CTL INF: controle infectado; LPS: Lipopolissacarideo; LPS INF:
Lipopolissacarideo na infec¢do; QCT: quercetina; QCT INF: quercetina na infec¢do; AmB: Anfotericina B;
AmB: Anfotericina B na infeccdo; QCT + AmB: quercetina mais Anfotericina B; Q+A INF: quercetina
mais Anfotericina B na infecgdo. % de mondcitos DHE+: taxa de mondcitos (CD14+) infectados por L.
infatum (CFSE+) e produtores de EROs (DHE+) apds 3 h de tratamento. Os dados representam a média +
erro padrdo da média (n = 5) e foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida
de pos-teste de Tukey.

Em seguida, buscamos avaliar se a quercetina e/ou sua combinacdo com a AmB
seriam capazes de alterar os niveis de producéo de oxido nitrico, devido a sua importancia
como agente microbicida para diversos patégenos tal como a Leishmania spp. De acordo
com nossos resultados, a producdo de NO ndo foi alterada por qualquer das condicoes

testadas apds 3 horas de tratamento. Observamos que existe uma tendéncia de aumento
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da producéo nos grupos de células infectadas sem tratamento (CTL INF) ou tratadas com
LPS (LPS INF) ou quercetina (QCT INF) em relagdo ao controle ndo infectado (CTL),
porém, sem diferenca estatistica. Além disso, a AmB sozinha ou associada a quercetina
também ndo demonstrou alterar a producdo de NO em qualquer uma das condi¢des
testadas (figura 19). Entretanto, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos com um
maior nimero de pessoas e/ou maiores tempos de tratamento para a obtencdo de dados

mais robustos.

Figura 19 - Atividade da quercetina (QCT) e Anfotericina B (AmB) na produc¢do de NO (DAF+) durante
a infeccdo de mondcitos (CD14+) por L. Infatum
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CTL: controle ndo infectado; CTL INF: controle infectado; LPS: Lipopolissacarideo; LPS INF:
Lipopolissacarideo na infec¢do; QCT: quercetina; QCT INF: quercetina na infec¢do; AmB: Anfotericina B;
AmB INF: Anfotericina B na infecgdo; QCT + AmB: quercetina mais Anfotericina B; Q+A INF: quercetina
mais Anfotericina B na infecgdo. % de mondcitos DAF+: taxa de mondcitos (CD14+) infectados por L.
infatum (CFSE+) e produtores de NO (DAF+) apés 3 h de tratamento. Os dados representam a média +
erro padrdo da média (n = 5) e foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida
de pos-teste de Tukey.

Apesar disso, ainda buscamos investigar a producdo de NO atraves da
metodologia de quantificacdo de nitrito por reacdo de Griess durante 24 horas de
tratamento. Ademais, avaliamos as mesmas condi¢cdes investigadas pela citometria,
adicionando ainda um estimulo de IFN-y e LPS+ IFN-y nas células sem e com infeccéo.
Contudo, segundo os resultados nenhuma das condicOes testadas levou a alteragdes

significativas na produgdo de NO em PBMC. A condi¢do quercetina com AmB na
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infecgcdo apresentou tendéncia de aumento de nitrito, porém, sem relevancia estatistica
(figura 20). Tal resultado indica que o aumento do tempo nédo foi um fator determinante
para se observar aumento ou diminui¢cdo de NO e que o estimulo por IFN-y ndo trouxe

diferencas significativas.

Figura 20 — Atividade da quercetina (QCT) e Anfotericina B (AmB) na producéo de nitrito durante a
infecgdo por L. Infatum
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CTL: controle; LPS: Lipopolissacarideo; IFN-y: Interferon-gama; QCT: quercetina; AmB: Anfotericina B;
Q+A: quercetina mais Anfotericina B. Producéo de nitrito em PBMC infectada ou ndo por L. infantum apés
24 h de tratamento. Os dados representam a média + desvio padréo (n = 3) e foram analisados por analise
de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey.

Tomados em conjunto, os resultados da citometria de fluxo e da reacdo de Griess
demonstraram que as PBMC néo tiveram sua producdo de NO afetada por quaisquer
tratamentos realizados. Todavia, a avaliacdo da producdo em macréfagos derivados de

monacitos é algo que pode ser avaliado futuramente.
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5.5. AVALIACAO DO PERFIL DE CITOCINAS EM PBMC DURANTE A INFECCAO
POR L. INFANTUM

O perfil de citocinas durante a leishmaniose é bastante importante, pois influencia
diretamente no curso da infeccdo (VOLPEDO et al., 2021; SAMANT et al., 2021). Além
disso, a imunomodulacdo da quercetina ja foi observada durante a infeccdo por
Leishmania spp. (DAS et al., 2022; ORYAN; BEMANI; BAHRAMI, 2023). Em vista
disso, aqui buscamos avaliar o perfil de citocinas em PBMC apds 24 horas de infeccédo e

se 0 tratamento com quercetina e AmB alterou a expressao dessas proteinas.

Segundo os resultados obtidos, a producgéo de IL-10 foi apenas estatisticamente
significativa na condi¢cdo com LPS sem infec¢éo. Ja nos tratamentos com quercetina e/ou
AmB a producéo de IL-10 ndo foi alterada de forma expressiva, mas apresentou tendéncia
de queda na presenca da quercetina. Entretanto na producdo de IL-6, as moléculas
demonstraram uma atividade inibitoria contundente. A infeccdo ndo elevou os niveis de
IL-6 que foram de 2170 pg/mL em células ndo infectadas sem tratamento e 2127 pg/mL
em celulas infectadas sem tratamento. O LPS, por sua vez, apresentou uma tendéncia de
aumento da producdo da citocina, onde observamos 3567 pg/mL sem infec¢do e 2670
com infeccdo, comparado ao controle. J& com a adi¢do da quercetina a producao de IL-6
caiu para 1487 pg/mL em células ndo infectadas e foi estatisticamente menor em células
infectadas, sendo apenas 279 pg/mL de producdo. Ademais, em células ndo infectadas e
tratadas com AmB houve concentracdo de citocinas de 2530 pg/mL, caindo para 12
pg/mL em células infectadas tratadas com AmB. Por fim as concentraces de IL-6
também foram diminuidas quando as drogas foram associadas, sendo de 677 pg/mL em
PBMC ndo infectada e 5 pg/mL nas infectadas (figura 21). Assim, 0s compostos atuaram
de forma a inibir a producdo de IL-6, citocina pré-inflamatdria de importancia para a

manutencdo do quadro patolégico na leishmaniose.

A produgdo de IFN-y também foi avaliada, porém, nenhuma das condigdes
testadas apresentou diferenca significativa em relacdo aos controles ndo infectado e
infectado, indicando que os compostos provavelmente ndo interfiram nessa via de
sinalizacdo em PBMC na condic¢do utilizada. Do mesmo modo, avaliamos a producéo de
IL-12, a fim de averiguar se os compostos influenciariam na producdo de IFN-y
indiretamente. Contudo, assim como no IFN-y, nenhuma das condigdes testadas levou a

alteracdes na producdo da IL-12, o que pode corroborar com os resultados de néo
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modulagdo das concentragdes de IFN-y. Finalmente, avaliamos a produgdo de IL-17 e
segundo 0s nossos dados as células infectadas sem tratamento apresentaram uma
tendéncia de aumentar a producdo dessa citocina, comparando-se as células néo
infectadas e ndo tratadas. Ademais, a producdo nas células infectadas sem tratamento foi
estatisticamente maior do que nas condic¢des infectado e ndo infectado tratados com
quercetina e essa diferenca ndo ocorreu com outras moléculas como LPS, AmB ou na
associagdo quercetina com AmB, indicando que na quercetina isolada talvez tenha
ocorrido uma pequena modulacdo negativa na producdo da IL-17 e por isso houve
significancia estatistica comparando-se ao grupo de células infectadas sem tratamento,
que foi o grupo que houve maior concentracao de IL-17 (figura 21).

Figura 21 — Dosagem de citocinas de PBMC infectada com L. infantum
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CTL: controle ndo infectado; INF: controle infectado; LPS: Lipopolissacarideo; INF LPS:
Lipopolissacarideo na infec¢do; QCT: quercetina; INF QCT: quercetina na infec¢do; AmB: Anfotericina B;
INF AmB: Anfotericina B na infecgdo; A + Q: Anfotericina B mais quercetina; INF A+Q: Anfotericina B
mais quercetina na infeccdo. Dosagem de citocinas (pg/mL) em sobrenadantes de PBMC com ou sem
infeccdo apds 24 h de tratamento. Os dados representam a média + desvio padrdo e foram analisados por
anélise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Ao longo dos anos a busca por novos compostos para o0 tratamento da
leishmaniose se tornou cada vez mais intensa, algo que foi consequéncia direta dos
diversos problemas relacionados as terapias convencionais (MUKHERJEE et al., 2021).
A alta quantidade de efeitos adversos de farmacos como os antimoniais pentavalentes e
Anfotericina B, fez com que a ciéncia, no campo da leishmaniose, avancasse
principalmente no sentido de encontrar novos produtos terapéuticos de baixa toxicidade
(MARTIN; LEE, 2024; DASH; BENIVAL; JINDAL, 2024). Nesse contexto, surge a
quercetina, um metabdlito secundario presente em plantas que ja foi amplamente
estudado para o tratamento de diversas doencgas, tais como cancer, diabetes, Alzheimer,
bacterioses, micoses e protozooses (SINGH et al., 2021; SOOFIYANI et al., 2021; ZU et
al., 2021; NGUYEN; BHATTACHARYA, 2022).

Na leishmaniose a quercetina ja demonstrou possuir atividade anti-Leishmania
contra variadas espécies de Leishmania spp. Aqui buscamos evidenciar se a quercetina
alem de sua atividade anti-Leishmania poderia ter efeitos sinérgicos com a AmB. Para
isso, testamos inicialmente a atividade citotdxica da quercetina contra culturas de L.
infantum e nossos primeiros resultados mostraram que a quercetina possui atividade
leishmanicida contra a L. infantum. Ademais, também ja se foi observado efeito
leishmanicida da quercetina contra L. braziliensis e L. major, causadoras de leishmaniose
cuténea, e contra L. donovani e L. infantum, causadoras da leishmaniose visceral, o que
corrobora com 0s nossos resultados (GARCIA et al., 2019; MEHWISH et al., 2021,
ORYAN; BEMANI; BAHRAMI; 2023; CLEMENTE et al., 2024).

Além disso, nossos dados também estéo de acordo com outros estudos como o de
DA SILVA e colaboradores (2012), que ja mostrou que a quercetina age como um inibidor
da arginase de L. ( L. ) amazonensis, bloqueando o desenvolvimento do parasito (DA
SILVA; DO CARMO MAQUIAVELI; MAGALHAES, 2012). Adicionalmente, a
atividade anti-amastigota da quercetina em L. braziliensis revelou que o composto
modula as fracdes de ferro labil disponivel dentro de macréfagos, inibindo a oferta desse
nutriente para a proliferacdo e sobrevivéncia dos parasitos (CATANEO et al., 2019).
Assim, o sequestro de ferro pela quercetina ja foi observado em outro estudo, que indicou
que a acdo quelante de ferro do flavonoide estava associada a sua atividade anti-
Leishmania (MACH; SUTAK, 2020 apud ASSOUARB et al., 2024).
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Muitas terapias para o tratamento de diversas doengas se baseiam na combinacao
de compostos de acdo ja conhecida, a fim de investigar o potencial sinérgico existente
entre as moléculas e trazer novas indicacdes terapéuticas. Com base nisso, a miltefosina,
farmaco oral usado para tratar leishmaniose, ja foi investigada em agdo conjunta com o
nifuratel, farmaco utilizado no tratamento de infeccGes urogenitais, e 0s resultados
demonstraram uma atividade sinérgica entre 0s compostos contra formas amastigotas de
L. donovani (MELCON-FERNANDEZ et al, 2023). Ademais, combinaces de
Nitazoxanida, um anti-helmintico, com Anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e
sitamaquina, também ja foram realizadas para avaliar seus efeitos contra formas
amastigotas de L. infantum (MESQUITA; TEMPONE; REIMAO, 2014). Neste trabalho,
avaliamos a atividade sinérgica da quercetina e AmB contra promastigotas de L. infantum.
Nossos resultados foram promissores e indicaram que 0S COmpostos possuem sinergismo

para matar L. infantum em algumas combinacgdes de concentracdes.

A combinacdo de produtos naturais com anti-fangicos, para o combate de
infeccdes fungicas invasivas e outras patologias ja € bem conhecida. Compostos como a
quercetina e a curcumina ja foram associadas com o fluconazol e apresentaram interacées
sinérgicas contra C. albicans (AL ABOODY; MICKYMARAY, 2020). Além disso, outro
produto natural bastante conhecido, o resveratrol, ja foi associado a AmB e seus estudos
in vitro demonstraram que a combinacdo dos compostos causou uma sinergia anti-
amastigotas de L. amazonensis (FERREIRA et al., 2014). Mais recentemente, 0 6-
Gingerol, um dos principais componentes do gengibre, foi combinado a AmB para
estudos de leishmaniose em modelos murinos, e a mistura do compostos apresentou
potente atividade leishmanicida e efeitos imunomodulares positivos contra os parasitos
(KEYHANI et al., 2021). Adiante, extratos de folhas de Moringa oleifera também
apresentaram efeitos sinérgicos quando combinados com AmB, causando potente
inibicdo contra promastigotas e amatigotas de L. major (HAMMI et al., 2020). Com essa
perspectiva e diante dos resultados apresentados neste trabalho, acreditamos que associar
a quercetina @ AmB pode ser uma boa abordagem para melhorar o tratamento da
leishmaniose ao se utilizar menores doses do anti-flngico, pois poderia possibilitar uma

terapia menos toxica aos pacientes, com possibilidade de menor tempo de tratamento.

Antes de estudar os efeitos imunomoduladores da quercetina e AmB, buscamos
evidenciar as concentracfes citotoxicas de ambas em células humanas, objetivando

trabalhar em uma janela terapéutica segura. Assim, nossos resultados mostraram que a
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quercetina ndo foi toxica para PBMC e eritrocitos até mesmo em 600 e 1200 pM,
respectivamente. De forma semelhante SANTOS e sua equipe (2023) avaliaram a
citotoxicidade da quercetina em macréfagos de hamster, demonstrando uma perda
significativa de viabilidade celular apenas a 640 uM ap6s 48 horas de tratamento. Do
mesmo modo, a atividade hepato, neuro e cardioprotetora da quercetina ja foi revisada na
literatura, validando a seguranca do composto no combate a diversas doengas (ALHARBI
et al., 2025). Mais especificamente, também ja se foi observado que a quercetina protege
células mononucleares de sangue periférico humano do estresse oxidativo,
genotoxicidade e inflamacdo induzida por ocratoxina A (PERIASAMY et al., 2016).
Além disso, recentemente ajudamos a publicar que outros flavonoides, da sub-classe das
chalconas, apresentaram baixa toxicidade contra hemécias, sendo aproximadamente 74
vezes mais seletivas contra Leishmania, e apesar de algumas moléculas terem sido toxicas
para PBMC, a chalcona CP04 apresentou uma boa margem de seguranca, sendo pelo
menos 9 vezes mais seletiva contra os parasitos (LEITE et al., 2024). Em contrapartida,
a AmB foi toxica para PBMC e eritrocitos, apresentando taxas de morte celular
consideraveis. Esses dados estio de acordo com o trabalho de DA CAMARA ROCHA et
al., 2019 e com um trabalho publicado pelo nosso grupo, que também demonstrou a
atividade citotdxica elevada da AmB em PBMC e eritrocitos (ALMEIDA et al., 2023).
Em concordéncia com a literatura, nossos dados também apontam para a quercetina como
um flavonoide seguro para células humanas e que pode ajudar a regular a administracéo
da AmB.

Em seguida, nossos esforcos foram focados em estudar os efeitos
imunomoduladores da quercetina com a AmB em monacitos infectados por L. infantum.
O efeito imunomodulador da quercetina ja foi estudado em diversos cenarios. Nesse
contexto, um estudo revelou que a quercetina reduz o indice de infec¢cdo em macréfagos
infectados por L. amazonensis (FONSECA-SILVA et al., 2013). Do mesmo modo,
NEVES et al., (2016), observaram que a quercetina foi eficiente em diminuir a taxa de
infeccdo de mondcitos desafiados com L. amazonensis apds 24 horas. Ademais, 0
flavonoide também foi capaz de diminuir a quantidade de amastigotas intracelulares em
macrofagos peritoneais de hamster infectados com L. braziliensis ap6s 48 horas
(SANTOS et al., 2023). Aqui, nossos estudos mostraram que a quercetina é capaz de
diminuir a infeccdo de mondcitos por L. infantum desde o inicio do processo infeccioso,

diminuindo a internalizagdo de promastigotas em até 60%. J4 em relagcdo a AmB,
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BORGES et al., (2023) demonstraram que o anti-fingico é capaz de diminuir a taxa de
infeccdo de macrofagos por L. amazonensis apds 48 horas de tratamento em 5 M. Outro
estudo mostrou a queda na taxa de infeccdo de macréfagos por L. donovani apos
tratamento com AmB, porém, o estudo revela que o tempo para atingir 50% da penetracao
maxima do farmaco foi de 55,72 h (VOAK et al., 2018). Assim, nossos estudos mostraram
que a AmB ndo impediu a entrada de promastigotas em mondcitos durante as 3 horas de
infeccdo. Com isso, sugerimos que a AmB diminui a taxa de infeccdo em tempos mais
prolongados mediante morte dos parasitos intracelulares, diferentemente da quercetina,
que além de sua atividade anti-Leishmania, pareceu barrar as vias mecanisticas de
internalizacdo dos protozodrios. Devido a isso também, a AmB ndo demonstrou sinergia
com a quercetina em diminuir a entrada de promastigotas nos mondcitos, evidenciando

que essa foi uma atividade exclusiva do flavonoide.

Como ja falado anteriormente, a Leishmania spp. possui mecanismos que alteram
vias sinalizatorias importantes de defesa das células hospedeiras, em beneficio proprio
(ISNARD:; SHIO; OLIVIER, 2012; DONG et al., 2021). Assim, a investigacdo dos efeitos
imunomodulares da quercetina torna-se importante no combate a leishmaniose. Baseado
nisso, em 2013, FONSECA-SILVA e colaboradores revelaram que a a¢éo pro-oxidante
da quercetina pode estar relacionada ao controle e morte de amastigotas intracelulares.
Posterior a isso, a quercetina foi capaz de aumentar a liberacdo de EROs em 63% ap0s 4
h, em neutrofilos infectados por L. major (BELKHELFA-SLIMANI; DJERDJOURI,
2017). Alem disso, outro estudo ja havia revelado que a quercetina induz a producao de
EROs em promastigotas de L. amazonensis, indicando que o flavonoide atue na morte da
Leishmania também por induzir a liberacdo de superoxidos nos proprios parasitos
(FONSECA-SILVA et al., 2011). De forma mais ampla, a atividade pro-oxidativa da
quercetina também ja foi confirmada em células cancerosas (BISWAS et al., 2022) e em
outros protozoarios como o Trypanossoma Cruzi. Em T. cruzi a quercetina aumentou 0s
niveis de EROs apos 3 h de tratamento, evidenciado pela marcacdo dos tripanossomas
com DHE (FARIA et al., 2017). Em nosso trabalho, confirmamos que a quercetina
também induziu a producdo de EROs em mondcitos infectados por L. infantum ap6s 3 h
de tratamento. Além disso, também observamos que ndo houve aumento de superéxidos
em células ndo infectadas, tal como relatado por FONSECA-SILVA et al., 2013. Com

iSs0, nossos resultados ajudam a consolidar ainda mais a atividade anti-parasitaria da
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quercetina via liberacdo de superdxidos, demonstrando mais uma vez que o flavonoide

pode ser promissor no tratamento da leishmaniose visceral.

Outro agente importante para o combate de parasitos intracelulares é o 6xido
nitrico e a Leishmania ja demonstrou interferir em vias imunoldgicas que levam a sua
producdo (DONG et al., 2021). Nesse contexto, a quercetina ja apresentou atividade
moduladora positiva na producdo de NO em tecido subcutineo e exsudatos de
camundongos BALB/c ap6s 4 h de tratamento, apesar de ter sido menos eficiente do que
0 &cido cafeico (BELKHELFA-SLIMANI; DJERDJOURI, 2017). Outro estudo mostrou
que a quercetina aumentou a producdo de NO em macrofagos murinos derivados da
medula 6ssea infectados com L. donovani, em concentra¢des de 250 pg/mL e 500 pg/mL
apos 72 h (MEHWISH et al., 2021). No entanto, o que encontramos foi que a quercetina
ndo modulou a producdo de NO em mondcitos infectados por L. infantum em quaisquer

do tempos de tratamento testados (3 e 24 h) a 150 puM.

Do mesmo modo, CATANEO et al., (2019) avaliou a expressdo de iNOS e o0s
niveis de NO de macrofagos infectados por L. braziliensis tratados com quercetina e
observaram que o flavonoide nédo foi capaz de modular os niveis de NO, nem a expresséo
proteica da INOS, destacando ainda que, repostas pro-inflamatérias exacerbadas
contribuem para a patogénese da doenca e que compostos como a quercetina devem
controlar a progressdao da infeccdo sem ativar vias inflamatdrias exageradamente.
Ademais, a producao de nitrito, por reacdo de Griess, ja foi avaliada em macréfagos nao
infectados e infectados por L. braziliensis com tratamento de quercetina a 160 e 320 uM
por 48 h, mas também néo foi observada modulacao por parte do composto (SANTOS et
al., 2023). Um terceiro estudo avaliou a producéo de agentes microbicidas em macréfagos
murinos com amastigotas intracelulares tratados com quercetina e como resultado o
composto ndo alterou a producdo de NO, mas aumentou significativamente a liberacédo
de EROs (SANTOS et al., 2012). Posteriormente outro estudo atribuiu a morte de L.
braziliensis intracelulares pela via mecanistica da producdo de EROs, mas ndo de NO,

em monaocitos classicos humanos ativados por IFN-y (NOVALIS et al., 2014).

Tomados em conjunto, os dados da literatura apontam que a producdo de NO
induzida por quercetina durante a infec¢do por Leishmania spp. ainda nao foi totalmente
esclarecida. Entretanto, o aumento da produgdo de superoxidos induzida por quercetina
parece estar mais estabelecido. Aqui nos mostramos que a quercetina na concentracdo de

150 puM modulou positivamente a producédo de EROs, mas ndo modulou a producéo de
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NO em 3 ou 24 h de tratamento em mondcitos infectados por L. infantum. Porém, é valido
ressaltar que mais estudos sdo necessarios para dar mais robustez aos dados. Assim, mais
testes devem ser realizados no sentido de investigar outras concentragcdes do composto e

tempos de tratamento distintos.

Em relacdo aos efeitos imunomoduladores sobre a producdo de EROs e NO pela
AmB, um estudo isolou uma linhagem clinica resistente 8 AmB e comparou os efeitos do
anti-fingico com outra linhagem sensivel. Os resultados mostraram que a AmB induz
producdo de EROs bem mais significativa na linhagem sensivel e que sua membrana
também é mais suscetivel a acdo do farmaco do que a da linhagem resistente (PURKAIT
etal., 2012). Além disso, o estresse oxidativo induzido pela AmB nos parasitos € eficiente
em elimina-los, porém, a investigacdo de um isolado clinico de L. donovani com
superexpressdo da ascorbato peroxidase, uma enzima fundamental do metabolismo
antioxidante, mostrou que essa enzima confere resisténcia a producdo de EROs e que o
tratamento com um inibidor da enzima, promoveu aumento significativo de superoxidos
nos parasitos resistentes (KUMAR et al., 2014). Mais recentemente a inducdo de EROs
por AmB foi confirmada através de um estudo que utilizou nanoparticulas de ouro com
moléculas de AmB adsorvidas em sua superficie contra promastigotas de L. donovani.
Ademais, o estudo ainda revela que a nanoformulacdo promoveu inibi¢cdo da tripanotiona
redutase, uma enzima antioxidante presente em tripanossomatideos, mas ausente em
mamiferos (SHARMA et al., 2024).

Adicionalmente, pesquisadores investigaram a acéo do 0leo de eugenol e da AmB,
sozinhos ou associados, em macrofagos infectados por L. donovani. Os resultados
mostraram que o eugenol induziu aumento de NO, mas AmB ndo. Porém, a associacdo
dos compostos foi estatisticamente superior ao eugenol sozinho, indicando efeito
sinérgico do eugenol com a AmB para produzir NO (KAR et al., 2021). Igualmente, ja
foi relatado que a combinacéo de lupeol, um produto natural da classe dos terpenos, com
AmB induziu a producdo de NO e a expressdo de iINOS em camundongos BALB/c
infectados com L. donovani (DAS et al., 2021). Aqui, ao investigar a acdo da AmB sobre
a producdo de EROs em 3 h de tratamento, ndo observamos modulacdo, porém, da
quercetina sim, indicando que talvez a AmB precise de um maior tempo para induzir
EROs e que analisar as moléculas em conjunto em um periodo de tempo maior pode ser
vélido no sentido de encontrar um efeito sinérgico para a producéo de superdxidos. Do

mesmo modo, AmB ndo modulou a producdo de NO em 3 e 24 h de tratamento, porém,
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sua combinacdo com a quercetina mostrou tendéncia de aumento em 24 h, indicando que

outros tempos como 48 e 72h devem ser testados.

Apds os resultados obtidos por citometria, buscamos investigar o perfil de
citocinas dos sobrenadantes das populacdes de PBMC expostas a L. infantum e tratadas
com quercetina e AmB. Na leishmaniose o perfil inflamatério apresentado por cada
paciente é de grande importancia para o curso da infeccdo. A construcdo imunoldgica
criada a partir de diferentes tipos de células T auxiliares € um dos principais fatores que
determina se o individuo serd assintomatico, apresentard sintomas leves ou um quadro
grave da doenga. Atualmente sabe-se que as respostas pré-inflamatérias de perfil Thl séo
eficientes em eliminar amastigotas intracelulares, pois tornam 0s mecanismos
microbicidas dos fagocitos mais ativos. Contrariamente, também sabe-se que respostas
imunes Th2 possuem baixa eficacia no controle dos parasitos e levam ao desenvolvimento
de quadros clinicos mais severos (JAFARZADEH et al., 2021; DIVENUTO et al., 2023;
TIWARI et al., 2024). Todavia, a literatura ainda mostra que nem sempre uma alta
atividade inflamatoria pode ser eficaz para a cura da doenca, haja vista que inflamacdes
disfuncionais podem ocasionar mais danos do que beneficios e aumentar o tempo de cura
dos pacientes (REVERTE; SNAKA; FASEL, 2022; SENGUPTA et al., 2023; DE
FRANCA et al., 2024).

Nesse contexto, ja se foi relatado que a quercetina é capaz de diminuir as lesdes,
controlar a carga parasitaria e aumentar a sobrevivéncia em modelos murinos (LAFLEUR
et al., 2024). Em nosso trabalho avaliamos o perfil de citocinas de PBMC expostas a L.
infantum durante 24 h de tratamento com quercetina e/ou AmB. Segundo o0s resultados
que obtivemos, a quercetina modulou negativamente os niveis de IL-6 e IL-17, porém,
ndo alterou a producdo de IFN-y, IL-10 e IL-12, apenas apresentando tendéncia para

diminuicédo de IL-10.

De acordo com a literatura, a quercetina pode inibir a producdo de IL-6 em
neutrofilos, e camundongos com LC tratados com quercetina apresentaram niveis
reduzidos dessa citocina pro-inflamatéria, algo visto como benéfico para o tratamento da
leishmaniose, pois apesar da IL-6 atuar como um sinalizador importante nos estagios
iniciais do processo de cicatrizacdo de feridas, recrutando fagdcitos para o sitio
inflamatorio, sua atividade excessiva pode causar inflamacao persistente, o que resulta na
manutengdo de feridas cronicas (KAPLANSKI et al., 2003 apud ORYAN; BEMANI;

BAHRAMI, 2023). Ademais, a quercetina também ja demonstrou seus efeitos anti-
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inflamatorios atuando como inibidor da ativacao de proteinas intracelulares como GP130,
JAK1 e STAT3 induzida por IL-6, reduzindo o processo migratorio e proliferativo de
celulas de glioblastoma (MICHAUD-LEVESQUE; BOUSQUET-GAGNON;
BELIVEAU, 2012). Outro estudo realizado em ratos com artrite gotosa, mostrou que o
flavonoide diminuiu a expressao de IL-6, IL-17A e IL-17F (FENG et al., 2022). Em
concordancia, vimos que a quercetina modulou negativamente a producéo de IL-6 e IL-
17 em PBMC infectadas por L. infantum apds 24 h. Em contrapartida, também é valido
ressaltar que camundongos BALB/c infectados com L.major e tratados com quercetina,
apresentaram reducdo da carga parasitaria, diminuicdo da lesdes e aumento dos niveis
de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF (SANTOS et al., 2019). Nossos dados

em conjunto com a literatura demonstram que a quercetina apresenta atividades anti-
inflamatdrias interessantes para o tratamento da leishmaniose, mas a quercetina também
mostrou beneficios contra a doenca ao induzir vias pro-inflamatérias. Portanto, € possivel
afirmar que o papel da quercetina na imunomodulagdo da leishmaniose ainda deve
continuar a ser estudado e que talvez possa depender de diversos fatores, tais como: tempo
de tratamento, concentracdo do composto, modelo de estudo e espécie de Leishmania

causadora da doenga.

Adiante, nossos resultados também mostraram que a quercetina ndo modulou a
producdo de IFN-y, IL-10 e IL-12. Todavia, ja se foi observado que a quercetina pode
modular positivamente os niveis de citocinas como IFN-y ¢ IL-10 em macréfagos
infectados por L. donovani, bem como diminuir TNF-o e aumentar a sintese de IL-10 em
macrofagos infectados por L. braziliensis apos 24 h de tratamento (CATANEO et al.,
2019; DAS et al., 2022). Ademais, como ja citado, SANTOS e colaboradores (2019)
demonstraram 0 aumento dos niveis de diversas citocinas pelo tratamento com quercetina
na infeccdo por L. major, incluindo I1L-10 e IFN-y. Do mesmo modo, outro estudo ja havia
demonstrado que a quercetina induz a expressao de IFN-y derivado de céluas Thl ¢ a
regulacdo negativamente a IL-4 derivada de Th2 em PBMC (NAIR et al., 2002). Apesar
disso, a literatura sobre a modulacdo da quercetina no perfil de citocinas na leishmaniose

ainda é escassa e necessita de mais estudos.

Por fim, a AmB também é capaz de regular a producdo de citocinas e isso ja foi
observado em alguns estudos. DAS et al., (2021) relataram que o tratamento com AmB
de Camundongos infectados por L. donovani reduziu os niveis de IL-10 e TGF-p, e sua

combinagdo como lupeolaumentou a producao de IFN-y e IL-12. Ademais, na candidiase
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orofaringea a associacdo de AmB com paeonol, um composto fendlico, diminuiu a
expressdo de mRNA da Subunidade alfa do fator 1 induzivel por hipdxia (HIF-1a), IL-
17A e IL-23 (PAN et al., 2022). Adicionalmente, a combinacdo do 6leo de eugenol com
a AmB também demonstrou aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatorias como
IL-12, IFN-y e TNF-0, em macréfagos infectados in vitro e em camundongos in vivo
(KAR et al., 2021). Na mesma perspectiva, outro estudo demonstrou que camundongos
Balb/c infectados por L. donovani apresentam niveis diminuidos das citocinas Th17 (IL-
17, 1L-22 e IL-23) e niveis elevados de IL-6, IL-1p e TGF-B. Além disso, o estudo
mostrou que o tratamento com AmB restaurou os niveis de IL-17 e IL-22 (KHATONIER
et al., 2021). Em nossos estudos vimos que a AmB ndo modulou a producgéo de IL-6 em
monaocitos ndo infectados, porém, diminuiu os niveis de 1L-6 na infeccédo, tanto sozinha
quanto associada a quercetina. Além disso, AmB apresentou apenas uma tendéncia de
aumento para IFN-y na infec¢do ¢ ndo modulou IL-10, I1L12 e IL-17. Com isso,
acreditamos que AmB module negativamente IL-6 durante a infec¢cdo de mondcitos por
L. infantum e que talvez possa modular IFN-y em outras concentra¢des e/ou tempos de

tratamento.
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7. CONCLUSAO

Muitos desafios ainda devem ser superados para o desenvolvimento de terapias
mais eficazes e menos toxicas para o tratamento da leishmaniose. Nessa perspectiva,
nosso trabalho vem propor e direcionar uma nova terapia para a leishmaniose, baseada na
atividade sinérgica de um farmaco ja comercializado com um produto natural de baixa
toxicidade. Segundo os resultados do nosso estudo, a quercetina possui atividade anti-
Leishmania e sua a¢&o junto a anfotericina B apresentou efeitos sinérgicos. Além disso, a
quercetina ndo foi tdxica para células humanas, enquanto a AmB é, indicando que uma
terapia combinada onde menores doses de AmB podem ser compensadas pela quercetina
é de grande valia. Ademais, a quercetina diminui a taxa de infec¢cdo de mondcitos por L.
infantum, porém, AmB ndo participou desse mecanismo. Em relacdo a producédo de
agentes microbicidas, o flavonoide induziu isoladamente uma maior liberacdo de EROs
apenas em células infectadas, mas AmB também n&o atuou colaborando com isso de
forma independente ou associada, o que pode indicar, baseado na literatura, que a AmB
precise de mais tempo tanto para diminuir as taxas de infec¢do, quanto ajudar a elevar os
niveis de EROs. Adiante, nenhuma das condic6es testadas modulou a producdo de NO e
os dados da literatura sdo controversos entre si. Entretanto, a combinacdo de AmB com
outros produtos naturais ja demonstrou aumentar os niveis de NO na infeccdo por
Leishmania e aqui a combinacdo de AmB com quercetina apresentou tendéncia de
aumento do NO em células infectadas apos 24 h. Por fim, a quercetina modulou
negativamente a producéo de IL-6 e IL-17, e teve tendéncia para diminuir IL-10, mas nao
modulou IL-12 e IFN-y. Do mesmo modo, AmB também modulou negativamente a
expressao de IL-6 e teve tendéncia para aumento de IFN-y, mas ndo pareceu modular IL-
10, IL12 e IL-17 (figura 22). Portanto, nossos dados trazem novidades e direcionamentos
em relacdo a quercetina e as suas interacbes com a AmB na infeccdo por Leishmania.
Contudo, mais investigacfes sobre o flavonoide e suas interagdes com o anti-fungico

ainda devem ser avaliadas.
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Figura 22 — Atividade anti-Leishmania e imunomoduladora da quercetina associada a AmB

Quercetina + AmB
(sinergia) Inibigdo da entrada
de promastigotas em
monocitos

Quercetina \

Quercetina nao L
modulou a produgdo Indugdo do aumento
de NO de EROs intracelular

Created in BioRender.com bio

A quercetina tem atividade anti-Leishmania, que é potencializada pela combinagdo com AmB. A quercetina
também inibe a entrada de promastigotas em mondcitos, aumenta a producdo de EROs em células
infectadas, ndo modula a producéo de NO e diminui a expressdo de IL-6 e IL-17. A AmB néo participou da
maioria desses mecanismos imunomoduladores, mas inibiu a producéo de IL-6.
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