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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sisttmica causada por protozoarios do género
Leishmania e transmitida por flebotomineos. O diagndstico e o tratamento precoce continuam
sendo os principais mecanismos de controle da LV, entretanto, a farmacoterapia disponivel ainda
é limitada e a busca de novos tratamentos para LV continua sendo uma emergéncia medica
mundial. Desta forma, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar in vitro a atividade citotoxica,
leishmanicida e imunomoduladora em macréfagos (M1 e M2) da furazolidona (FZD) e seus
produtos de complexacdo com ciclodextrina (FZD-CD) em diferentes proporcdes de
concentracdo sobre a infeccdo de Leishmania (L.) infantum. Inicialmente foi realizada uma
revisao sistematica, seguindo a estratégia PICO (Problema, Intervencdo, Comparacdo e
Desfecho), com intuito de estabelecer quais 0s mecanismos imunes estdo descritos sobre os
efeitos da administracdo da FZD. Em seguida, foram realizados ensaios de atividade in vitro:
teste de citotoxicidade (células de linhagem de macréfagos murinos J774), inibicdo de
crescimento de 50% de formas promastigotas (ICso), inibicéo de crescimento de 50% de formas
amastigotas (ICAso) de Leishmania (L.) infantum, estimativa do indice de seletividade (IS),
analise de fagocitose por contagem de zimosan, dosagem de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e oxido nitrico (NO), além da imunofenotipagem de macréfagos M1 e M2. Como
resultado da revisdo sistematica foram encontrados 943 trabalhos, sendo 605 selecionados apds
remocao de duplicacdo, 35 mantiveram-se para elegibilidade e destes, 4 responderam a pergunta
norteadora e foram incluidos. Os trabalhos inclusos indicaram que a administracdo de FZD pode
induzir vias pré ou anti-inflamatérias, com o provavel aumento da expressdo de EROS e
modulacdo de vias apoptoticas. Os ensaios experimentais revelaram que dos 12 produtos de
complexacdo, a mistura fisica de FZD com B-ciclodextrina na propor¢édo 1:2 e a mistura fisica de
FZD com hidroxipropril-p-ciclodextrina (MFHFZD) na proporcdo 1:1 apresentaram efeitos
leishmanicidas nas formas promastigotas, amastigotas e com menor citotoxicidade (valores de
IS de 13,8 e 499,37 ug/mL, respectivamente; considerando os dados leishmanicidas contra
amastigotas) quando comparada a furazolidona (valor de IS de 2,52 pg/mL). Somente A FZD
livre na concentracdo de 0,3 pg/mL aumentou a taxa de fagocitose e na concentracdo de 3 pg/mL
estimulou a producdo de NO. A mistura fisica de FZD com hidroxipropril-B-ciclodextrina na
proporcdo 1:1 induziu a formacdo de EROS na concentracdo de 3 pg/mL. Por fim, A FZD e
MFHFZD 1:1 ndo apresentaram aumento significativo na porcentagem de macrofagos
polarizados em M1 e M2 in vitro, sendo nossa hipdtese parcialmente testada, onde a complexacgédo
da furazolidona com as ciclodextrinas originou complexos e agregados do tipo ndo-complexos
com efeito leishmanicida, com baixa toxicidade, estimulando a fagocitose e a producéo de EROS
e NO, porém, ndo levando a polarizacdo de macrofagos no perfil M1 em modelo in vitro de
infeccdo por Leishmania (L.) infantum.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Furazolidona; Complexagdo com ciclodextrina,

imunomodulacao.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic disease caused by protozoa of the genus Leishmania
and transmitted by sandflies. Early diagnosis and treatment remain the main mechanisms of VL
control, however, the available pharmacotherapy is still limited and the search for new treatments
for VL remains a worldwide medical emergency. Thus, the objective of this work is to evaluate
in vitro the cytotoxic, leishmanicidal and immunomodulatory activity in macrophages (M1 and
M2) of furazolidone (FZD) and its complexation products with cyclodextrin (FZD-CD) at
different concentration ratios on the Leishmania (L.) infantum infection. Initially, a systematic
review was carried out, following the PICO strategy (Problem, Intervention, Comparison and
Outcome), in order to establish which immune mechanisms are described on the effects of FZD
administration. Then, in vitro activity assays were performed: cytotoxicity test (J774 murine
macrophage lineage cells), 50% growth inhibition of promastigote forms (ICsg), 50% growth
inhibition of amastigote forms (ICAso) of Leishmania (L.) infantum, selectivity index estimation,
phagocytosis analysis by zymosan count, dosage of reactive oxygen species and nitric oxide, in
addition to the immunophenotyping of M1 and M2 macrophages. As a result of the systematic
review, 943 papers were found, 605 were selected after removal of duplication, 35 remained for
eligibility and of these, 4 answered the guiding question and were included. The studies included
indicated that the administration of FZD can induce pro- or anti-inflammatory pathways, with
the likely increase in the expression of reactive oxygen species and modulation of apoptotic
pathways. Experimental tests revealed that of the 12 complexation products, the physical mixture
of FZD with B-cyclodextrin in the proportion 1:2 and the physical mixture of FZD with
hydroxypropyl-B-cyclodextrin in the proportion 1:1 had leishmanicidal effects in the
promastigote and amastigote forms and with lower cytotoxicity (Selectivity Index [IS] values of
13.8 and 499.37 pg/mL, respectively; considering leishmanicidal data against amastigotes) when
compared to furazolidone (IS value of 2.52 pug/mL). Only free FZD at a concentration of 0.3
pug/mL increased the rate of phagocytosis and at a concentration of 3 pg/mL it stimulated NO
production. The physical mixture of FZD with hydroxypropyl-p-cyclodextrin in a 1:1 ratio
induced the formation of reactive oxygen species at a concentration of 3 pg/mL. Finally, FZD
and MFHFZD 1:1 did not show a significant increase in the percentage of macrophages polarized
in M1 and M2, and our hypothesis was partially tested, where the complexation of furazolidone
with cyclodextrins originated non-complex complexes and aggregates with leishmanicidal effect.
, with low toxicity, stimulating phagocytosis and production of reactive oxygen and nitric oxide
species, but not leading to macrophage polarization in the M1 profile in an in vitro model of
infection by Leishmania (L.) infantum.

Keywords:  Visceral leishmaniasis;  Furazolidone;  Cyclodextrin ~ complexation,

immunomodulation.



LISTA DE FIGURAS

Figura. 1 Estrutura quimica da furazolidona
Figura 2. Estrutura molecular a) B-ciclodextrina e da b) Hidroxipropril-p-ciclodextrina

Figura 3. Papel da saliva dos vetores flebotomineos na polarizacdo de macréfagos
durante a infecgdo por Leishmania spp.

Figura 4. Polarizacao de células T auxiliares e participacdo de neutrofilos nas respostas

efetoras a Leishmania.

Figura 5. Sequéncia de eventos para identificacdo de Macrdfagos polarizados em M1
ou M2, apo6s ensaio de imunofenotipagem

Figura 6. Diagrama PRISMA para estratégia de selecdo do estudo (adaptado da
recomendacdo PRISMA).

Figura 7. Células J774 tratadas com FZD ou FZD-CD por 48 horas para obter os
respectivos valores de CCsyo.

Figura 8. Promastigotas de L. (L.) infantum tratados com por 48 horas para obter 0s

respectivos valores de 1Cso.

Figura 9. Células J774 infectadas com L. (L.) infantum nas formas promastigotas. Apés
24 horas de infeccdo, as células receberam diferentes tratamentos e incubadas por 48
horas. A) ICAso: concentragdo inibitoria 50. B) Imagens de macrofagos sem tratamento,

tratadas com a FZD ou com produtos de complexacéo.

Figura 10. Efeito da administracdo de FZD e FZD-CD sobre capacidade fagocitica de
macrofagos J774 tratadas por 48 horas nas concentragdes de 3 e 0,3 pg/mL com zimosan.

Figura 11. Formagdo de espécies reativas de oxigénio em J774 tratadas com

furazolidona e com as misturas fisicas da furazolidona-hidroxipropil-B-ciclodextrina.
Figura 12. A avaliacéo da fluorescéncia de 6xido nitrico em J774

Figura 13. Porcentagem de células J774 polarizadas em macrofagos classicamente

ativados (M1), e macrofagos alternativamente ativados (M2).

16

17

22

24

43

44

47

50

51

54

55

56

58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descrigéo dos produtos de complexagéo utilizados neste estudo.

Tabela 2. Descricdo compilada dos artigos, sumarizando mecanismos imunoldgicos

causados pela FZD.

Tabela 3. Atividade citotdxica in vitro da FZD e dos produtos de complexacdo com

ciclodextrinas frente a células J774.

Tabela 4. Valores de Inibicdo de Crescimento (ICso) e indice de seletividade para formas
promastigotas e amastigotas.

33



ANVISA
CcC
CCL2/MCP-1
CCR2

CD

CD4+
EROS
FZD
FZD-CD
HIV
HPBCD
1Cso

ICAso
iINOS

IS
LBFZD1:1
LBFZD1:2
LC
LHFZD1:1
LHFZD1:2
LTB4

LV

M1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Concentracdo citotoxica

Ligante 2 de quimiocina motivo CC/ proteina quimioatrativa de mondcitos 1
Receptor de quimiocina C-C tipo 2

Ciclodextrinas

Linfocito T auxiliar CD4

Espécie reativa de oxigénio

Furazolidona

Furazolidona - ciclodextrina

Virus da imunodeficiéncia

Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Inibicdo de crescimento de 50% dos parasitos

Inibicdo de crescimento de 50% de amastigotas

Oxido nitrico-sintase induzida

indice de seletividade

Liofiliza¢do furazolidona:B-ciclodextrina, propor¢édo 1:1

Liofiliza¢do furazolidona:B-ciclodextrina, propor¢édo 1:2
Leishmaniose cutanea

Liofilizacdo furazolidona:hidroxipropil-p-ciclodextrina, proporcéo 1:1
Liofilizacdo furazolidona:hidroxipropil-p-ciclodextrina, proporcéo 1:2
Leucotrieno B4

Leishmaniose visceral

Macrofagos M1



M2
MBFZD1:1
MBFZD1:2
MFBFZD1:1
MFBFZD1:2
MFHFZD1:1
MFHFZD1:2
MHFZD 1:1
MHFZD 1:2
NADPH

NO

PGE:

B-CD

Macroéfagos M2

Malaxagem furazolidona:B-ciclodextrina, proporgéo 1:1

Malaxagem furazolidona:B-ciclodextrina, proporgéo 1:2

Mistura fisica furazolidona B-ciclodextrina, proporcéo 1:1

Mistura fisica furazolidona f-ciclodextrina, proporgéo 1:2

Mistura fisica furazolidona:hidroxipropil-p-ciclodextrina, proporgéo 1:1
Mistura fisica furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporg¢do 1:2
Malaxagem furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporgéo 1:1
Malaxagem furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporgéo 1:2
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

Oxido nitrico

Prostaglandina E2

B-ciclodextrina



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 18
2.1. Consideracdes Imunopatoldgicas das Leishmanioses ..........cccccvvvevveieieenecie e 18
2.2. Patogénese da Leishmaniose VISCEral .........cccviviieiiiieiicie e 19
2.3, FUFAZOIIAONA ...ttt 26
3. HIPOTESE GERAL ....oovvceeeeeeeteeeee e eete sttt 29
A, OBJIETIVOS ...ttt ettt be e e e b e e reenne e 29
4.1 ODJEHIVO GEIAL.....cciiiieciicce et e e raere s 29
4.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS .....vouiiiiiiiiiitiiieie ettt 29
5 MATERIAL E METODOS........oiiieiiteeeeeeeetete et esesiss s tessen s s san s sesesaasnens 30
5.1 REVISAO SISTEMATICA ..ottt s sttt 30
5.1.1 DESENNO A0 ESTUAO .....c.vitiiiiiieiieiieieee ettt bbb bbb 30
5.1.2. Definicdo dos componentes da estratégia PICO deste eStudo ........ccccevvererereririinennnn, 30
5.2. ENSAIOS EXPERIMENTAIS ...ttt 31

5.2.1. Obtencdo da Furazolidona e dos produtos de complexacdo com as

(o T [0 (23 [ SRS POURURPRIN 31
B.2.2 ENSAIOS ...ttt bttt neare e 33
5.2.2.1 Cultivo in VItro de CEIUIAS J774........oci i 33
5.2.2.2 Ensaios de CitOtOXICIAAAR .......cveververiiiieiiieieie e e 34
5.2.2.3 Atividade in vitro contra formas promastigotas Leishmania (L.) infantum............ 35
5.2.2.4 Infeccdo de macrdfagos e sobrevivéncia do parasito.........c.ceeevverevenenesesesnenens 36
5.2.2.5 Determinacdo do indice de seletividade..........ccccoviveriiininiiiiece e 37
5.2.2.6 Andlise de fagocitose por contagem de ZIMOSAN .........cccvevveeeereerieseeseerieseeseeneens 38
5.2.2.7 Deteccdo fluorimétrica de espécies reativas de OXIgenio.........cccevvevvrererenesnnnnns 38
5.2.2.8 D0sagem de OXit0 NITIICO ....cveveieerieiiiiiiiiieeeeee e 39
5.2.2.9 Imunofenotipagem de macr6fagos M1 e M2 ........cccccoviiveiiiieiecie e 39
5.3. ANALISE ESTATISTICA ..ottt 41

11



6. RESULTADOS ...ttt ettt h et e bt e be e nae e e beenneas 43
6.1 Selecéo de estudos e fontes de informagao da revisao sistematica...........c.cccceevrueneee 43

6.2. Atividade citotoxica da furazolidona e dos produtos de complexacdo com

CHCIOTBXIIINAS ..ottt e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeenannnees 45

6.3. Atividade leishmanicida in vitro dos complexos furazolidona-ciclodextrina frente as

formas promastigotas e amastigota de L. (L.) infantum e analise de indice de seletividade. . 48

6.4. Avaliacdo da capacidade fagocitica dos macrofagos sobre efeito da administracdo da FZD
EIMEHFEZD Lil e rraa e e 51

6.5. Deteccdo fluorimétrica de espécies reativas de oxigénio (EROs) da FZD e MFHFZD1:1...

53
6.6. Deteccdo da producdo de oxido nitrico (NO) da FZD e MFHFZD1:1..........c..ccoeeuveeee. 54
6.7. Imunofenotipagem de macrofagos M1 e M2 da FZD e MFHFZD1:1 ..........cccccovevveneee. 55
7. DISCUSSAD ...ttt 58
Atividade desenvolvidas durante o periodo de doutorado (2019 & 2021) .......ccceevvevvevreeivesneenne. 80
AN E X O S ettt b et e et b e e e e b e e R et r e nne e 81

12



1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecciosas com distribuicdo mundial. Elas apresentam
endemicidade em grandes &reas dos tropicos, subtrdpicos e na bacia do Mediterraneo, incluindo
mais de 98 paises. Estimativas apontam que 1 bilhdo de pessoas vivem em area de risco para a
infeccédo por Leishmania, com incidéncia de aproximadamente 700 mil a 1 milh&o de novos casos
por ano. Os dados indicam que ocorram de 600 mil a 1 milh&o de novos casos para leishmaniose
cutanea (LC) e 50.000 a 90.000 novos casos para leishmaniose visceral (LV) anualmente no
mundo (TORRES-GUERRERO et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Nas Américas, as leishmanioses estdo presentes em 18 paises e a forma clinica mais
comum € a LC, enquanto a LV é a forma mais grave e quase sempre fatal, se ndo tratada (PAHO,
2019). Nos ultimos anos, ocorreu um crescente interesse de estudos de prevencao, controle e
tratamento da leishmaniose. No Brasil, por exemplo, tal interesse possibilitou evidenciar a
disseminacéo da leishmaniose em areas anteriormente ndo endémicas (ANVERSA et al., 2018).

Em relacdo as formas clinica da doenca, as leishmanioses sdo caracterizadas pelos
seguintes espectros: lesdes cutaneas ulcerativas que se desenvolvem no local da picada do
fleb6tomo (leishmaniose tegumentar localizada - LCL), maltiplos noédulos ndo ulcerativos
(leishmaniose cutanea difusa - LCD), multiplas lesGes ulcerosas em variadas regifes do corpo
(leishmaniose cutanea disseminada - LCDi), inflamacdo destrutiva da mucosa (leishmaniose
mucocutanea - LMC) e infeccdo visceral disseminada (leishmaniose visceral - LV)
(REITHINGER et al., 2007).

Entre as leishmanioses, a LV provoca um quadro grave e potencialmente fatal, e ao
contrario de outras formas clinicas da leishmaniose, os sintomas da LV geralmente sobrevém
internamente, com maior dificuldade de deteccdo e cura quando comparada as outras
leishmanioses. Os agentes etioldgicos da LV séo os protozoarios da espécie Leishmania donovani

e Leishmania (L.) infantum, que infectam o baco, figado, medula 6ssea e ganglios linfaticos de
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mamiferos infectados, produzindo uma doenca sistémica de inicio insidioso e curso cronico, com
formas subclinicas, moderadas e graves (JAIN; JAIN, 2015). Estas podem alcancar letalidade de
até 90% quando ndo se institui terapéutica adequada e oportuna. A LV atinge populac¢bes dos
cinco continentes, sendo conhecida na América Latina, como leishmaniose visceral americana
(LVA) ou "kala-azar neotropical” (SILVEIRA; CAMPOS, 2016).

Até 0 momento, os farmacos utilizados no Brasil para o tratamento da LV em humanos
séo: antimoniato de meglumina (Glucantime®) e a anfotericina B na apresentagéo lipossomal ou
desoxicolato. A farmacoterapia disponivel ainda é limitada e muitos desafios precisam ser
superados, pois a LV apresenta uma condi¢cdo complexa muitas vezes exigindo uma abordagem
estratégica multifatorial para alcancar o melhor resultado. A eficécia clinica das drogas depende
de inumeros fatores, tais como, area geografica de infeccdo, desenvolvimento de resisténcia,
coinfeccdo LV-HIV e desnutri¢do. Estas condigdes levam ao aumento de resisténcia a acdo das
drogas, maior tempo de hospitalizacdo e maior custo do tratamento (BEGONA et al., 2013;
WHO, 2020).

Considerando que para os medicamentos atualmente utilizados para o tratamento da LV
ha relatos de efeitos colaterais relevantes associados e, em funcdo dos desafios devido a
resisténcia aos mesmos em regides endémicas, faz-se necessaria a investigacdo de compostos
ativos para uso na farmacoterapia leishmanicida. Neste contexto, uma tendéncia na atualidade é
o0 reposicionamento de farmacos e a inclusdo destes em novos sistemas de liberacdo com vistas
a reduzir o tempo e o investimento gastos na descoberta de novas moléculas (PUSHPAKOM et
al., 2018).

Relatos na literatura demonstram que os derivados dos nitrofuranos, tal como a
furazolidona (FZD), apresentam o potencial terapéutico leishmanicida (REIMAO; TANIWAKI;
TEMPONE et al., 2010; CARVALHO et al., 2018). A furazolidona é um farmaco que foi

sintetizado no final dos anos de 1940, sendo usada clinicamente como agente antibacteriano e
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antiprotozoario. A sua caracterizacdo ocorre pela presenca do anel furnico em sua estrutura

quimica, na qual existe um grupo nitro ligado (WHITE 1989) [Figura 1].

Figura. 1 Estrutura quimica da furazolidona (Fonte: PubChem 2021).

A atividade leishmanicida da FZD foi inicialmente relatada em meados da década de 80
por Berman e Lee (1983) e por Neal et al. (1988). Trabalhos recentes destacaram a atividade
leishmanicida da FZD contra as formas promastigotas de L. (L.) infantum, L. (V.) braziliensis, L.
(L.) major e L. (L.) amazonensis (REIMAO et al., 2010; CARVALHO et al., 2020), nas formas
amastigotas de L. (L.) chagasi (TEMPONE et al., 2010) e no tratamento da Leishmaniose
Cutéanea em cées infectados com L. (V.) braziliensis (PASSOS et al., 2014).

No entanto, devido a solubilidade da FZD, que influencia diretamente na sua
biodisponibilidade, o tratamento com FZD é associado a efeitos adversos como anorexia, perda
de peso, incoordenacéo, fadiga, cardiotoxicidade e genotoxicidade. Estas toxicidades podem
estar associadas a administracdo de altas doses necessarias para obter o efeito farmacoldgico,
uma vez que o medicamento é metabolizado rapidamente (JIN et al., 2001; ALAM et al., 2016).
Entre os diferentes artificios farmacotecnicos disponiveis para aprimorar a solubilidade e a
biodisponibilidade de farmacos, a complexagdo com ciclodextrinas se destaca como alternativa
amplamente utilizada, inclusive, em medicamentos com registros aprovados por agéncias
reguladoras internacionais e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

(CARVALHO, 2019). O incremento da solubilidade da FZD pode favorecer a reducéo na dose
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necessaria de farmaco para obtencdo do efeito terapéutico e, consequentemente, diminuir a
toxicidade dose-dependente relacionada a FZD. Nos trabalhos realizados por Carvalho et al.
(2018; 2020), a formacédo de complexos de inclusdo entre a FZD e ciclodextrinas de interesse
farmacéutico foi proposta com esta finalidade.

Ciclodextrinas (CDs) sdo excipientes farmacéuticos com estrutura molecular Unica,
denominadas de oligossacarideos macrociclicos, organizados na forma de cones ocos, que
possuem uma cavidade hidrofébica, formada por cadeias carbdnicas e, superficie externa
hidrofilica, decorrente da presencga de grupamentos hidroxila (OH) (VENTURINI et al., 2008).
Tal caracteristica favorece a formacao de complexos de incluséo do tipo receptor-substrato, com
finalidades diversas e entre as quais se destacam o aumento da solubilidade e diminuicdo da
toxicidade dose-dependente dos farmacos complexados (GIDWANI; VYAS, 2015). As CDs de
maior interesse farmacéutico sdo a B-ciclodextrina (BCD) e a hidroxipropril-B-ciclodextrina
(HPBCD), uma vez que as mesmas sdo consideradas excipientes seguros para o uso € ja sao
utilizadas na preparacdo de medicamentos comercialmente disponiveis (MIRANDA et al., 2011)
[Figura 2].

Carvalho et al. (2018; 2020) prepararam complexos de inclusdo entre a FZD e a BCD e
a HPBCD por diferentes técnicas e avaliaram a citotoxicidade e a atividade leishmanicida dos
produtos de complexacéo contra L. (L.) amazonensis, utilizando método in vitro. Como resultado,
para todos os produtos de complexacdo formados (complexos e agregados do tipo ndo-
complexos) foi observada auséncia de toxicidade sobre as populagdes de macréfagos estudadas
e diminuicdo na quantidade de farmaco necesséaria para reduzir a populacdo das formas
promastigotas dos parasitos a 50%, quando comparados a forma livre do farmaco. Assim, se faz
necessario novos estudos em diferentes modelos de infec¢do de leishmaniose para compreender

o0 potencial leishmanicida da complexacéo de FZD com ciclodextrinas.
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Figura 2. Estrutura molecular a) -ciclodextrina e da b) Hidroxipropril-B-ciclodextrina. (Fonte:
PubChem 2021).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Consideragdes Imunopatoldgicas das Leishmanioses

As leishmanioses sdo doengas com patogénese e mecanismos imunes complexos. Sao
transmitidas para os hospedeiros vertebrados pela picada das fémeas de flebotomineos do
género Phlebotomus na Africa, Asia e Europa e do género Lutzomyia nas Américas, infectados
com protozoarios do género Leishmania (REITHINGER et al., 2007). As fémeas desses
flebotomineos ao fazerem o repasto sanguineo, transmitem as formas infecciosas promastigotas
metaciclicas que se ligam aos fagdcitos mononucleares do hospedeiro. Esta resposta imune inata
provocada pelas células que internalizam o parasito por fagocitose resultam em um fagossoma,
que posteriormente se funde com os lisossomas e formam o fagolisossomo. Apos a fagocitose,
os fagossomos sofrem um processo de remodelamento via maturacdo e fusdo com organelas
endociticas, resultando na formacdo do vacuolo parasitéforo da Leishmania (YOUNG; KIMA,
2019).

No interior do fagdcito, o parasito na sua forma promastigota passa por alteracdes
bioquimicas e metabdlicas que induzem a sua diferenciacdo para a forma intracelular obrigatdria,
as amastigotas. Os parasitos de Leishmania sdo dependentes do aminoacido arginina e de ferro
para provocar sua transformacdo de promastigotas em amastigotas. A privacao de arginina, por
exemplo, desencadeia uma regulacdo positiva de um transportador de arginina de alta afinidade,
AAP3, pelos amastigotas, que é capaz de fornecer arginina suficiente para satisfazer as
necessidades dos parasitos. A arginina também € utilizada pelos fagdcitos do hospedeiro, sendo
gue os macréfagos classicamente ativados utilizam esse aminoacido para gerar 6xido nitrico
(NO), alem de produzirem espécies reativas de nitrogénio por meio da acdo de uma enzima
chamada 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (RODRIGUEZ; OCHOA; AL-KHAMI, 2017).

Ja os macrofagos alternativamente ativados expressam altos niveis de arginase e

desencadeiam um influxo liquido de arginina na célula (KROPF et al., 2005; YOUNG; KIMA,
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2019). A necessidade de ferro é extremamente importante para entender como as espécies
de Leishmania spp. se estabelecem e se mantém durante uma infecgdo, todavia, 0s parasitos
também sdo vulneraveis a toxicidade de ferro e espécies reativas de oxigénio (ZAIDI; SINGH;
ALlI, 2017). E com a diferenciacdo dos parasitos em amastigotas, estes sdo liberados pelos
fagdcitos e, em seguida, podem invadir células dendriticas, fibroblastos, bem como novos
fagdcitos. Por fim, a prosperidade da infecgdo pelos protozoarios ocorre apds diversas taticas de
evasdo imunoldgica do parasito, completando assim, o ciclo de vida em amastigotas replicantes
(KUMAR; NYLEN, 2012; RODRIGUES et al., 2016).

A resposta imune adaptativa em pacientes com leishmaniose varia de individuos com
uma forte resposta de células T, caracterizada por hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) e altos
niveis de interferon-y (IFN-y), ha individuos que ndo apresentam uma resposta HTT, mas podem
ter niveis elevados de anticorpos. Como a Leishmania spp. é eliminada por macréfagos ativados
por IFN-y e ndo sdo totalmente neutralizados por anticorpos, uma vez que as amastigostas se
encontram em grande parte no meio intracelular, individuos com HTR tém poucos parasitos em
suas lesdes, enquanto aqueles com predomino da resposta humoral sdo incapazes de controlar a

carga parasitaria (SCOTT; NOVAIS, 2016).

2.2. Patogénese da Leishmaniose Visceral

A principal espécie de flebotomineo que transmite LV nas Américas € o Lutzomia
longipalpis, inseto de origem silvestre, com capacidade de se estabelecer e procriar no ambiente
peridoméstico, alimentando-se do sangue de animais, principalmente do cdo doméstico, que
acaba envolvido no ciclo de transmissdo, tornando-se a principal fonte de disseminacdo da
doenca (SILVEIRA; CAMPOQOS, 2016; ANVERSA et al., 2018). A LV é caracterizada por febre
persistente  de baixo grau, hepatoesplenomegalia, caquexia, pancitopenia e

hipergamaglobulinemia. Como indicado anteriormente, o parasito reside principalmente nos
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macrofagos do figado, baco, medula 6ssea e o curso da doenga indica um defeito subjacente no
mecanismo de defesa imunoldgica do hospedeiro (ASAD et al., 2015).

Com base em modelos in vitro e in vivo, € amplamente aceito que a suscetibilidade a
LV esté associada a modulagdo de macrdfagos. Os macréfagos desempenham um papel duplo
na infeccdo por parasitos de Leishmania. Essas células sdo responsaveis pela destruicdo de
parasitos internalizados, mas também fornecem um local seguro para a replicacdo do protozoario
(MURRAY; WYNN, 2011). Assim, nota-se que os macrofagos sdo fundamentais para a
progressdo da doenca, sendo observado que o sucesso ou fracasso da infeccdo depende da
interacdo entre as espécies de Leishmania e o tipo e magnitude da resposta imune do hospedeiro,
estando esses dois fatores intimamente relacionados as formas clinicas da leishmaniose
(TOMIOTTO-PELLISSIER; TACIANE; ASSOLINI, 2018).

Durante as diferentes fases do processo infecioso/inflamatério, as alteracdes
microambientais podem polarizar macrofagos em diferentes fend6tipos funcionais, de um
classicamente ativado (M1) a um fenoétipo ativado alternativamente (M2). Esses dois fenotipos
sdo 0 extremo de um espectro de multiplos fendtipos tantos quanto os cenarios microambientais
(BORASHI et al., 2015).

A polaridade M1/M2 surge do metabolismo da arginina por meio de duas vias
antagbnicas: macrofagos tipo M1 sdo os produtos da via iINOS, que produz citrulina e NO da
arginina, enquanto macréfagos tipo M2 séo produtos da via da arginase, que produz ornitina e
ureia de arginina (YAO; XU; JIN, 2019).

A polarizacdo de macrofagos M1 pode ser principalmente devido & presenga de
lipopolissacarideo (LPS), IFN-y ou TNF-a que ativam as vias Notchl, NF-xB e JAK-STAT. Em
especial, os macrofagos M2, sdo divididos nas subcategorias M2a, M2b, M2c e M2d. Esses
macrofagos diferem em seus marcadores de superficie celular, citocinas secretadas e funcoes

bioldgicas. Os macrdfagos M2a, por exemplo, sdo polarizados pelo fator estimulador de col6nias
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de macrofagos (M-CSF) e IL-4 ou IL-13 (TOMIOTTO-PELLISSIER; TACIANE; ASSOLINI,
2018). E importante ressaltar que embora exista a polarizagio de macréfagos de MO para M1 ou
M2, sabe-se que essas células tém alta plasticidade e podem ser repolarizadas ou reprogramadas
sob estimulos especificos, em outras palavras, macréfagos M1 podem se diferenciar em M2 e
vice-versa, dependendo do microambiente e do momento da resposta (WANG; LIANG; ZEN,
2014).

O papel dos subconjuntos de macréfagos na infeccdo por Leishmania ndo foi
investigado completamente. No entanto, o papel fundamental dessas células no desenvolvimento
da leséo permite um melhor entendimento dos perfis M1 e M2 como uma ferramenta importante
na patogénese da leishmaniose (TOMIOTTO-PELLISSIER; TACIANE; ASSOLINI, 2018).

O sucesso do hospedeiro em controlar a infeccdo por Leishmania também depende dos
passos iniciais da transmissdo, considerando o papel de moléculas potencialmente
imunomodulatérias encontradas na saliva dos vetores. Os vetores da leishmaniose contém
componentes anti-inflamatdrios, quimiotaticos e anti-hemostaticos (TEIXEIRA et al., 2005;
FEITOSA et al., 2018). A saliva do vetor pode facilitar o recrutamento de células por meio da
promocdo da vasodilatacdo. As células recrutadas incluem neutrofilos, eosinofilos e
macrofagos. Os neutréfilos podem ser atraidos pela presenca de varios mediadores, como 0
Leucotrieno B4 (LTB4), sendo que o papel dessas células como um “cavalo de Tréia” favorece
o0 estabelecimento da infeccdo (TAVARES et al., 2014).

Alguns estudos observaram que a saliva do vetor aumentou o0 recrutamento de
macrofagos para o local da infeccdo devido a modulagdo de fatores quimiotaticos, como
CCL2/MCP-1 (ligante 2 de quimiocina motivo CC/ proteina quimioatrativa de mondcitos tipo
1), CCR2 (receptor de quimiocina C-C tipo 2) e PGE: (Prostaglandina E2). A saliva vetorial
desempenha um importante papel imunomodulador e favorece o perfil de macréfagos M2 de

diferentes maneiras [Figura 3]. Alguns componentes da saliva induzem a producdo de IL-10 para
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promover agdes regulatorias, relacionadas a ativacéo de uma resposta de linfocitos T auxiliares
(T helper, Th) do tipo Th2 por meio do aumento na sintese de IL-4 e IL-6 (NORSWORTHY et
al., 2004).

Além disso, os componentes salivares reduzem os parametros relacionados ao M1,
como as citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-12, iNOS e 6xido nitrico. Entre os componentes
da saliva cita-se 0 Maxadilan (Max), um peptideo vasodilatador, que aumenta a producéo de IL-
6, IL-10 e TGF-B, além de reduzir as citocinas IL-1B, IL-12p70, TNF-a e IFN-y (ROGERS;

TITUS, 2003).
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Figura 3. Papel da saliva dos vetores flebotomineos na polarizacdo de macréfagos durante a
infeccdo por Leishmania spp. (Fonte: TOMIOTTO-PELLISSIER; TACIANE; ASSOLINI,
2018).

O controle de uma infeccdo por Leishmania e a progressao da doenga correspondente
sdo associados a geracgdo de respostas de macrofagos e linfocitos T auxiliares (CD4") de perfil
Thl e Th2, respectivamente. No entanto, as respostas Thl exacerbadas podem causar danos
graves aos tecidos e também sdo responsaveis pela apresentacao clinica da doenga. Por outro

lado, a ativacdo dos linfécitos Th2, que produzem citocinas IL-4 e IL-13, induz o perfil M2

caracterizado pela biossintese de poliamina atraves da ativacdo da enzima arginase (arg) e
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producdo de ureia e L -ornitina, que sdo benéficas parao crescimento intramacréfago
de Leishmania e favorecem a sobrevivéncia do parasito nos macréfagos infectados levando
assim a progressao da doenca (TEIXEIRA et al., 2005). Este paradigma Thl versus Th2 néo é
uniformemente aplicavel a formas variadas de leishmaniose (NYLEN; SHALINI, 2010).

Outras células T, como as células Th9, Thl7 e as células T reguladoras (Treg),
desempenham papéis importantes na progressao ou melhora da doenca, dependendo da espécie
de Leishmania, bem como do background genético (suscetivel ou resistente) do hospedeiro
(BANERJEE et al., 2016). As células Th9 sdo frequentemente consideradas um subconjunto de
células Th2, geradas por IL-4, mas que requerem a influéncia adicional do TGF-B a ser
reprogramada, bem como IL-2 (JA; KUCHROO, 2010; NOWAK; NOELLE, 2010). Entretanto,
estudos examinando o papel da Th9/IL-9 durante a LV sdo limitados. J& os linfocitos Th17
demonstram influenciar o equilibrio entre as citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, que
devem ser orquestradas no curso da infeccdo para orientar uma resposta efetora bem-sucedida
aos protozoarios intracelulares de Leishmania (THOMAS et al., 2009). Desta forma, é
importante mencionar que Th17/I1L-17 é um exemplo classico de uma "espada de dois gumes",
embora seja capaz de induzir uma resposta imune protetora a infeccdo, ela também pode
contribuir para a gravidade da doenca (BANERJEE et al., 2016).

Por exemplo, a diferenciacdo das células Th17 em humanos e camundongos é mediada
pela ativagdo de células T naives na presenca de uma combinacdo de TGF-B, IL-6, IL-1p e IL-
23. A IL-6 atua em conjunto com o0 TGF-B para induzir o desenvolvimento de células Th17
efetoras. Entretanto, os estudos tém demonstrado que a disponibilidade de IL-23 e/ ou TGF-f é
determinante para os fenotipos efetores Thl7. Os elevados niveis de TGF-p com uma relativa
diminuicdo de I1L-23 favorece a geracao de células Th17 "cléssicas"”, enquanto a presenca de IL-
23 sozinha promove a geracdo de células Th17 "alternativas”. Alguns estudos demonstram que

as celulas Th17 alternativamente ativadas estdo mais associadas a progressao das doengas quando
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comparadas as células Thl7 classicas (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017)
[Figura 4].

Por fim, embora reconhecido diversos componentes que determinam a imunopatologia
da LV, ainda hd muitos mecanismos a serem desvendados. Em especial mecanismos
imunofarmacologicos de terapéuticas na LV. E necessario aprofundamentos da
imunofarmacologia na LV porque, apesar dos antimoniais serem empregados no tratamento das
leishmanioses ha mais de setenta anos, 0os mecanismos de acao destes farmacos ainda ndo estdo
totalmente elucidados. Por exemplo, pacientes imunossuprimidos com leishmanioses respondem
pouco aos antimoniais, apresentando 52% de falhas e recidivas apés o tratamento (DESJEUX,
1999). Isso indica um efeito cooperativo do sistema imune do hospedeiro e a eficacia do
tratamento com os antimoniais. Além disso, diversas drogas tém sido modificadas, possibilitando
maior eficacia terapéutica, o que torna necessario maior entendimento dos aspectos

imunofarmacoldgicos, como é o caso do complexo de inclusdo furazolidona-ciclodextrinas.

CL (localized form,
commonly self -
healing)

VL, ML, CL (diffuse
and disseminated
forms)

L. infantum, L.
donovani, L. major,
L. amazonensis, L.

braziliensis, L.

mexicana

L. braziliensis

| 1Lz Classic Th17

23 (
Pathogenic Th17 1 \ J leees

L7

gs = AiNOS @ ® %
T2 tNo/Ros i @ UNO/ROS 88
S5 Uperasite i @ @ - AArginase s3
23 a i @ AParasite s =
@T  burden @ i @ X
&= Py i @ 0 burden S

24



Figura 4. Polarizacdo de células T auxiliares (Th1, Th2 e Th17) e participacdo de neutréfilos nas
respostas efetoras a Leishmania (Fonte: GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).

Em relacdo a resposta imune humoral, sdo observadas altas concentrag@es de anticorpos
especificos para Leishmania em pacientes com LV, entretanto, esta resposta tem sido mais
associada a quadros clinicos desfavoraveis do que a protecdo ou a resolucao da doenga. Pacientes
com doenca ativa geralmente exibem um quadro de hipergamaglobulinemia policlonal (IgG e
IgM) e imunossupressdo (KUMAR; NYLEN, 2012).

Além do mais, estudos apontam que as células B e anticorpos contribuem para a
suscetibilidade a leishmaniose pela fixacdo da fracdo C3 do complemento, aumentando o dano
tecidual e outras reacdes inflamatérias (DEAK et al., 2010; RONET et al., 2008). Também foi
demonstrado que camundongos knockout para a por¢do Fc de imunoglobulinas sdo resistentes a
infeccdo por Leishmania (THOMAS; BUXBAUM, 2008). Em contrapartida, outros estudos
mostram a importancia da presenca de células B para o controle da infeccdo por L. (L.) donovani
(SMELT et al., 2000) e seu efeito de diminuicdo da carga parasitaria (BANKOTI et al., 2012).

Na auséncia de uma vacina, a quimioterapia € a base para combater a LV, porém, 0s
esquemas terapéuticos atuais estdo associados aos efeitos colaterais graves e ndo podem alcancar
uma cura completa em alguns casos. Até o ano 2000, os antimoniais pentavalentes eram o
tratamento de primeira linha para a LV. No entanto, com o surgimento de parasitos resistentes
ao antimoénio, a anfotericina B (Anf-B) foi introduzida, conferindo maiores taxas de cura (95%)
em pacientes com LV. Entretanto, Anf-B requer administracdo intravenosa de longa duracao,
sendo altamente toxica e com efeitos adversos frequentes, incluindo febre e calafrios
relacionados a infusdo, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e hipocalemia (ASAD et al., 2015).

Varios estudos tém sido realizados na busca de novos quimioterapicos com potencial
leishmanicida e com menores efeitos adversos. Como destacado, o complexo de inclusdo FZ-

ciclodextrina apresentou significante efeito leishmanicida nas formas promastigotas de L. (L.)
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amazonensis in vitro e com baixa toxicidade. O desafio do presente estudo é verificar se estes
efeitos podem ser observados no modelo in vitro com promastigotas e amastigotas de L. (L.)
infantum, que provoca leishmaniose visceral, além de avaliar se estes efeitos estéo relacionados
com a modulacédo de subpopulagdes de macréfagos. Tanto quanto se sabe, o tratamento com FZD
aumentou a fagocitose de macrofagos em cepas de Salmonella enteritidis, sugerindo um aumento
no metabolismo oxidativo dos macréfagos (CHADFIELD; HILTON 2004). Nesse contexto,
procura-se entender se a FZD ou seus complexados FZD-CD podem de fato aumentar as
atividades oxidativas de macréfagos e influenciar a polarizacao (perfil M1 ou M2) na infec¢éo

por leishmaniose visceral.

2.3. Furazolidona

A furazolidona (FZD) é um nitrofurano sintético ativo contra um amplo espectro de
bactérias gram-negativas e gram-positivas, além de alguns protozoarios. Literaturas recentes
relatam que a FZD tem sido aplicada no tratamento da leucemia e da leishmaniose (DA et al.,
2016). A FZD foi sintetizada no final da década de 1940 e é caracterizada pela presenca do anel
furano em sua estrutura quimica (LEWKOWSKI; ROGACZ; RYCHTER, 2019). A estrutura
quimica de FZD compreende dois anéis, um anel 5-nitrofurano e um anel 3-amino-2-oxazolidona
(AOZ). Em bactérias, a furazolidona é ativada no primeiro anel por metabolismo redutor
associado as nitroredutases (TIMPERIO; KUIPER; ZOLLA, 2003).

A atividade bactericida da furazolidona é o resultado de sua capacidade de inibir varias
enzimas bacterianas, principalmente aquelas envolvidas no ciclo de Krebs (DE ANGELIS et al.,
1999). E reconhecido que interfere na replicacdo do DNA bacteriano, induzindo ligacdes
cruzadas, além de inibir gradativamente a enzima monoamina oxidase (MAQO) (HUTTNER et
al., 2015). A MAO ¢ encontrada nas membranas dos microrganismos quando séo cultivados com

compostos de amina como fonte de nitrogénio. As aminas oxidases em microrganismos sao
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importantes na inativagdo bioldgica de aminas naturais ou sintéticas (LE et al., 2020). Devido a
sua acdo inibidora da MAO, o FZD aumenta as concentragdes de catecolaminas no intestino e
em outros tecidos. Foi sugerido que este efeito nas catecolaminas no estdmago e no intestino é a
base para a atenuacdo induzida por FZD do efeito anticancerigeno da cisteamina em ratos
(HUTTNER et al., 2015; DAl et al., 2016; LEWKOWSKI; ROGACZ; RYCHTER, 2019).

A FZD diminui a atividade da enzima transcetolase, que depende diretamente da
disponibilidade de tiamina. A tiamina é metabolizada em pirofosfato de tiamina, um cofator da
enzima transcetolase. Por sua vez, a tiamina é catalisada pela MAO e, como a MAO ¢ inibida
ap6s a administracdo de FZD, os niveis de tiamina aumentam e podem causar efeitos
simpaticomiméticos, como elevacdo acentuada da pressdo arterial, cefaleia pulsatil grave e
hemorragia intracraniana, além da sindrome da serotonina, embora tais efeitos sejam raros ap6s
a administracdo de FZD (SHETNEV et al., 2019).

Até o presente momento o metabolismo da furazolidona e 0s mecanismos citotdxicos
podem variar entre diferentes tipos de células com diferentes capacidades metabdlicas, tendo sua
citotoxicidade ndo atribuida a um Unico intermediario toxico (ALI, 1999; SHETNEV et al.,
2019). Seus espectros de atividade estdo relacionados ao potencial redutor de seu grupo 5-nitro,
que esta entre 250 e 270 mV. A nitroreducao, por outro lado, ocorre por reducéo do tipo | ou 1l
do grupo nitro na presenca de redutases parasitas do citocromo P450 NADPH (nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato). Os nitroforanos (NTRs) do tipo | catalisam, em condicdes
anaerobicas, a reducdo dos nitrofural (NFs) para produzir hidroxilamina antipatogénica. Em
condicBes aerdbias, a nitroredugdo catalisada por NTRs tipo Il produz espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (EROS / RNS), causando estresse oxidativo aos patdgenos e morte (ZUMA
etal., 2019).

A FZD foi amplamente incluida em aditivos alimentares para a prevencao e tratamento

de infeccgdes gastrointestinais causadas por Escherichia coli e Salmonella spp. em suinos, aves e
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gado. Devido a sua carcinogenicidade e mutagenicidade, a furazolidona foi totalmente proibida
de ser usada na producdo de alimentos para animais no mundo desde 1995 (CHADFIELD;
HINTON, 2004).

Outros estudos demonstraram que a administragcdo continuada de FZD, por mais de 30
dias consecutivos, pode induzir cardiomiopatia dilatada (DCM), em peru e ratos (SONG et al.,
2019). Estudos tém demonstrado que a inducdo de DCM pela furazolidona causa diminuigédo da
reserva de energia através do sistema da creatina quinase, contribuindo para a reducao da fungéo
cardiaca (MCCRACKEN; KENNEDY, 2013). A analise morfométrica mostrou degeneracdo
miocardica significativa, fibrose intersticial e edema mitocondrial com fratura ou crista
dissolvida em ratos alimentados com FZD.

Vaérias revisOes sistematicas avaliaram a eficacia e seguranca de terapias contendo
furazolidona para infeccdo por Helicobacter pylori, com baixas taxas de resisténcia microbiana
(KHADEMI; SAHEBKAR, 2020; ZHUGE et al., 2018), além de taxas de erradicacdo de terapias
contendo furazolidona superiores a 80% (MOKHTARE et al., 2015). No entanto, alguns estudos
relataram que a incidéncia de efeitos colaterais intoleraveis de terapias contendo furazolidona foi
mais frequente do que a de outras terapias, o que limitou o uso generalizado de furazolidona. Por
fim, embora os efeitos terapéuticos do FZD sejam amplamente reconhecidos, o conhecimento
dos efeitos imunofarmacoldgicos do FZD néo foi totalmente elucidado. Neste trabalho, buscamos
avaliar se a administracdo in vitro com furazolidona possui efeito leishmanicida e
imunomodulador nos imunofenotipos de macréfagos (M1 e M2), e se este farmaco complexado
com ciclodextrinas (FZD-CD) mantém a imunomodulagdo, mas com menor citotoxicidade

qguando comparada a FZD.
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3. HIPOTESE GERAL

A complexacgéo da furazolidona com as ciclodextrinas (B-ciclodextrina e hidroxipropril-p-
ciclodextrina) origina complexos e agregados do tipo ndo-complexos que possuem efeito
leishmanicida, com baixa toxicidade, estimulando a fagocitose e a producao de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, polarizando macrofagos no perfil M1 em modelo in vitro de infec¢do

por Leishmania (L.) infantum.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Avaliar in vitro a atividade leishmanicida e moduladora da furazolidona (FZD) e dos seus
produtos de complexacao sobre a infeccdo de Leishmania (L.) infantum (in vitro).
4.2 Objetivos Especificos

e Investigar quais as acdes imunofarmacoldgicas sdo descritas pela administracdo da
furazolidona através da elaboracdo de uma revisédo sistematica;

e Verificar a efetividade da FZD e dos seus produtos de complexacéo sobre a inibicao de
crescimento de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) infantum in vitro;

o Verificar a citotoxicidade da FZD e dos seus produtos de complexacéo frente a linhagem
celular J774,;

e Auvaliar o efeito do tratamento da FZD e dos seus produtos de complexacao na sintese de
oxido nitrico, espécie reativa de oxigénio e fagocitose, frente a linhagem celular J774
infectada e ndo infectada;

e Avaliar o efeito do tratamento da FZD e dos seus produtos de complexacdo sobre a

polarizacdo de macrdéfagos M1 e M2 frente a linhagem celular J774.
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3) MATERIAL E METODOS

5.1 REVISAO SISTEMATICA

5.1.1 Desenho do estudo

Foi realizada uma revisdo sistematica incluindo ensaios clinicos e estudos experimentais
in vitro e in vivo. A revisdo seguiu as recomendacfes dos itens de relatorio preferidos para
revisdes sistematicas e meta-Analise (PRISMA). A pesquisa foi realizada em 3 bases de dados,
incluindo MEDLINE/PubMed, Scopus e Web of science. A estratégia de busca utilizou os
descritores obtidos no Medical Subject Headings (MESH) da National Library of Medicine com
a combinacdo das palavras-chave “Furazolidona, mecanismos de acdo, farmacologia, uso
terapéutico, metabolismo, imunologia, leucdcito, linfocitos, mondcitos, macrofago, neutrofilos,
citocinas e imunoglobulinas” associadas por meio dos operadores booleanos AND e OR. A

busca foi realizada no periodo de julho de 2020 a junho de 2021.

5.1.2. Defini¢do dos componentes da estratégia PICO deste estudo

Foi seguida a estratégia descrita por Moher et al. (2009), que afirma a existéncia de
quatro componentes para formulacdo de pesquisa, sintetizado na sigla PICO: P= (problema) I=
(intervencao ou indicador), C = (Comparagdo ou ndo compara¢do), O= (Desfecho). Neste sentido
0s componentes de nosso estudo foram:
P = Uso da furazolidona
I= Efeito imunofarmacolégico
C= Sem comparacéo

O = Mecanismos imunes relacionados
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Além disso, a pesquisa seguiu as seguintes etapas: elaboracdo de uma questdo
norteadora; definicdo de descritores para a pesquisa; pesquisa de banco de dados; exclusdo de
artigos repetidos; definicdo de critérios de inclusdo e exclusdo; analise e interpretacdo dos
resultados. Para o direcionamento, foi utilizada a seguinte questdo: Quais acdes
imunofarmacolégicas séo descritas pela administracao de furazolidona? Foram incluidos estudos
originais disponiveis em MEDLINE/PubMed, Scopus e Web of science. Foram excluidos
estudos que ndo abordassem as alteragdes imunoldgicas causadas pela administracdo de

furazolidona.

5.2. ENSAIOS EXPERIMENTAIS

5.2.1. Obtencéo da Furazolidona e dos produtos de complexagéo com as ciclodextrinas

A etapa de producdo e caracterizacao das complexac6es foram realizadas no Laboratorio
de Producdo Farmacéutica do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e de Salde - CCENS, da
Universidade Federal do Espirito Santo, Campus de Alegre, sob a orientacdo da Dra. Janaina
Cecilia Oliveira Villanova e cedidas para os bioensaios desse estudo. Os detalhes de producao e
caracterizacdo dessas moléculas foram publicados por Carvalho et al. (2020).

A FZD com 98% de pureza foi complexada com a 3-CD e a HP-B-CD. A FZD, a 3-CD
e HP-B-CD foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich (EUA). A preparacdo das misturas
fisicas e complexos de inclusdo ocorreram pelos métodos de malaxagem (amassamento) e
liofilizagdo, empregando as raz6es molares 1:1 ou 1:2, ou seja, 225,6 mg de FZD foram
complexadas com 1135 mg e com 2270 mg de B-CD; e 225,6 mg de FZD foram complexados
com 1460 mg e com 2920 mg de HP-B-CD. As mesmas proporcGes foram utilizadas para o
preparo das misturas fisicas (CARVALHO et al., 2018, 2020). A seguinte denominacao foi dada

aos produtos da complexacédo descrita na tabela a seguir (Tabela 1).
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Tabela 1. Descrigéo dos produtos de complexacgéo utilizados neste estudo.

Legenda das

- DESCRICAO
Complexacdes
FzZD Furazolidona
B-CD B-ciclodextrina
HPBCD Hidroxipropil-B-ciclodextrina
Produtos de complexacdo com a BCD (B-ciclodextrina)
MFBFZD1:1 Mistura fisica furazolidona f-ciclodextrina, proporgéo 1:1
MBFzD1:1 Malaxagem furazolidona:B-ciclodextrina, propor¢édo 1:1
LBFZD1:1 Liofilizagdo furazolidona:B-ciclodextrina, proporgéo 1:1
MFBFZD1:2 Mistura fisica furazolidona B-ciclodextrina, proporcéao 1:2
MBFzZD1:2 Malaxagem furazolidona:B-ciclodextrina, proporgéo 1:2
LBFZD1:2 Liofiliza¢ao furazolidona:B-ciclodextrina, propor¢do 1:2

Produtos de complexacdo com a HPBCD (HP-g-CD)
MFHFzZD1:1  Mistura fisica furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporcédo 1:1
MHFZD 1:1 Malaxagem furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporcéo 1:1
LHFZD1:1 Liofilizagdo furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporgéo 1:1
MFHFZD1:2  Mistura fisica furazolidona:hidroxipropil-p-ciclodextrina, propor¢édo 1:2
MHFZD 1:2 Malaxagem furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, proporgéo 1:2
LHFZD1:2 Liofilizacdo furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, propor¢do 1:2

Finalizada a etapa de obtencdo dos produtos de complexacdo, os mesmos foram
submetidos a diferentes métodos fisico-quimicos de caracterizacdo a fim de avaliar a formacéo
de complexos e de agregados do tipo ndo-complexo. Os métodos fisico-quimicos empregados
foram: Diagramas de solubilidade de fases, Ressonancia magnética nuclear, Espectroscopia no
ultravioleta e analise termogravimétrica (CARVALHO et al., 2020).

A malaxagem é um procedimento utilizado na complexagdo de farmacos de baixa
solubilidade em agua e que envolve a formacdo de uma pasta, utilizando gral com pistilo ou em
misturadores malaxadores, ap6s adi¢ao de um liquido sobre a mistura da CD e o farmaco, seguida
de secagem da massa Umida em estufa ou em temperatura ambiente (SANTOS et al., 2004). Ja a
liofilizag&o, ocorre em meio liquido, e € indicada para farmacos de maior solubilidade em agua
e substancias termolabeis. No método, a CD e o farmaco devem ser dispersos na agua ou em
mistura hidroalcdlica, sob agitacdo, e em seguida, a mistura € liofilizada. O processo € passivel

de ser utilizado em grande escala (CARVALHO, 2019).
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Além dos processos de complexagdes, foram realizadas misturas fisicas da FZD com as
ciclodextrinas. A mistura fisica € utilizada como termo de comparacdo (NAIDU et al., 2004). Por
fim, o procedimento de mistura fisica se baseia ha mistura simples dos componentes, sem adi¢ao
de 4gua ou solucdo hidroalcodlica. E uma técnica de baixa eficiéncia de complexagéo, geralmente
usada para a obtencdo de produtos de uso como controle nas analises de caracterizacdo do

complexo (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

5.2.2 ENSAIOS

5.2.2.1 Cultivo in vitro de células J774

A célula J774 é uma linhagem de macré6fagos imortalizados, oriundas de camundongos
BALB/c. Estas células tém sido empregadas como modelo experimental para ensaios que
avaliam a capacidade fagocitica, integridade lisossomal, atividade metabdlica, atividade
tumoricida, producdo de espécies reativas de oxigénio, producdo de citocinas e polarizacdo
macrofagica (MURPHY et al., 2008; TANAKA et al., 2018). A linhagem celular utilizada neste
estudo tem sido devidamente preservada e empregada como modelo experimental pela
Plataforma de Bioensaios de Leishmaniose e Malaria da Fundacdo Oswaldo, FIOCRUZ —RO,
onde foram realizados os ensaios in vitro.

Previamente aos ensaios, as células foram cultivadas conforme sugerido por Calvo-
Calle et al. (1994). As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura de 75cm? (Corning)
suplementadas em RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco/Invitrogen) e 40 mg/L
de gentamicina (Schering-Plough). As células permaneceram em estufa com 5% de CO2, a 95%
de umidade e a 37°C e 0 meio das garrafas substituido a cada dois dias. Apds confluéncia de
cerca de 80%, a cultura de células foi repicada, ou utilizada nos ensaios de citotoxicidade

(MADUREIRA et al., 2002).
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5.2.2.2 Ensaios de Citotoxicidade

Visando entender o potencial toxico dos compostos, foram realizados ensaios de
citotoxicidade utilizando as células J774, o teste empregado foi o método de MTT (3- [(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio]). O ensaio baseia-se na redugdo de sais amarelos de
tetrazolio por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas, ligada ao NADH e
NADPH, formando cristais insoltveis de formazan, de coloracdo azul ou roxa. A coloracgdo azul
ou roxa é, portanto, um quantificador da viabilidade das células (MOSMANN, 1983).

Assim, para iniciar o teste de citotoxicidade, as células obtidas foram contadas em cadmara
hemocitométrica de Neubauer com auxilio do corante azul de Trypan (Sigma) e a suspensao
ajustada para 1x10* células/mL e 180 pL de meio RPMI completo acrescentados a cada pogo da
microplaca. Posteriormente, foram realizadas dilui¢cdes seriadas dos compostos FZD, 3-CD, Hf-
CD, e dos complexados (identificados na Tabela 1), nas concentracdes de 500-3,9 pug/mL. Os
controles utilizados neste ensaio foram: controle positivo de viabilidade com células néo tratadas
e controle negativo de morte de células tratadas com tampdo de Lise (20 mM de Tris-HCI, 5 mM
de EDTA, 0,08% de Triton X-100, 0,008% de saponina em PBS 1x, em pH 7,5) e meio RPMI
completo (branco).

Apos o periodo de tratamento de 48 horas foram adicionados em cada pogo, 20 uL. de MTT
a uma concentracdo de 5 mg/mL em PBS (p/v) e as placas incubadas por quatro horas em estufa
CO2a 37 °C. Ao final desse periodo, o sobrenadante de cada pogo foi desprezado e 100 pL de
DMSO (Sigma-Aldrich) foram adicionados a cada poco.

A leitura Optica foi realizada utilizando um espectrofotdmetro de microplacas (Biochrom
Asys, Expert Plus, Holliston, USA) em A de 570 nm. A citotoxicidade das doses testadas foi
determinada com base na porcentagem de viabilidade celular frente ao tratamento controle

(veiculo, 0,6% DMSO). A concentracao citotoxica para 50% das células (CCso) foi determinada
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a partir de regressao linear das concentracGes testadas, utilizando o programa Origin (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA). Concentra¢des ndo citotoxicas, empregando a estimativa
de 90% de viabilidade celular, foram determinadas para a realizacdo do ensaio 5.2.2.4. Apds a
obtencédo do valor de CCsg para as células foi calculado o indice de seletividade (IS) da FZD e

dos seus produtos de complexacéo (item 5.2.2.5).

5.2.2.3 Atividade in vitro contra formas promastigotas Leishmania (L.) infantum

As formas promastigotas de L. (L.) infantum (MCAN/BR/97/P142), foram cedidas pelo
Laboratorio de Inovagdo Tecnologica no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos,
Universidade Estadual de Maringé. O cultivo do parasito ocorreu em estufa incubadora BOD
(Tecnal) com temperatura média de 24 °C em meio RPMI (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) completo suplementado com soro fetal bovino (SFB), previamente inativado a 10%
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), L-glutamina a 2 mM, 20 nM HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-22, acido etanosulfénico (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 50
pug/mL de Gentamicina (Sigma-Aldrich).

Para determinar a Inibicdo de Crescimento de 50% dos parasitos (ICsg), promastigotas
em fase estacionaria de cultivo foram contadas em camara de Neubauer, e em seguida ajustadas
a 1x10° parasitos/mL em meio RPMI completo e distribuidas no volume de 180 pL dessa
concentracdo de parasitos em microplacas de 96 pocos (NUNC, Roskilde, Dinamarca).
Juntamente foi adicionado o volume de 20 pL de FZD, a BCD, HPBCD e das referidas
complexacgdes (descritas na Tabela 1) nas concentracOes seriadas de 200-0,097 pg/mL. As
microplacas foram incubadas a 24° C em estufa BOD por 48 horas. Juntamente, foram utilizados
controles positivos de parasitos sem tratamento, negativo com 2 uM de anfotericina B (Unianf®),

meio RPMI-1640 (branco).
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Apds o tratamento, foram adicionados 20 pulL (2 mM) de uma solucdo de resazurina
(Sigma-Aldrich) a cada po¢o, em seguida, as placas foram incubadas em estufa BOD a 24° C por
cinco horas. A leitura da fluorescéncia ocorreu um espectrofotometro (Biotek, Synergy) nos
parametros 530/25 (excitagdo) e 590/35 (emissdo) (Adaptado de ROLON et al., 2006). Os valores
obtidos foram processados pelo programa Gen5® 5.11. A viabilidade parasitéria foi analisada de

acordo com a equacao abaixo:

Viabilidade (%) = (fluorescéncia teste — fluorescéncia Branco) X 100
(fluorescéncia controle — fluorescéncia Branco)

A inibicdo de crescimento para 50% dos parasitos (ICso) foi determinada por intermédio
de curvas dose resposta, em funcéo de regressdo néo linear, por meio do programa Origin (Origin

Lab Corporation, Northampton, MA, EUA, Verséo 9.1).

5.2.2.4 Infeccdo de macro6fagos e sobrevivéncia do parasito

As células J774 foram infectadas com L. (L.) infantum (1:30 célula/parasitos).
Inicialmente houve o processo de adesdo das células aos pogos das microplacas, 200 uL de
cultura diluida com promastigotas de L. (L.) infantum (2,5x10° parasitos/mL) que foram
acrescentados as placas de 24 pogos (contendo laminulas redondas estéreis de 13 mm) e
microplacas de 96 pocos. Em seguida, as placas foram incubadas a 32° C, 5% de CO> durante 24
horas para que ocorresse a infecgdo. Posteriormente, ao periodo de infeccdo, ocorreu a lavagem
dos pocos com PBS 1X para remocgéo das promastigotas ndo internalizadas (CALLAHAN et
al.,1996).

Apbs o periodo de infeccdo, as amastigotas foram tratadas com a FZD e seus produtos
de complexacdo descritos na Tabela 1 nas concentragdes seriadas 200-0,097 pg/mL. Como
controle positivo foram usados macrofagos infectados por L. (L.) infantum incubados com meio

RPMI-1640 completo, para o controle negativo, foram usados macrofagos infectados e tratados
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com Anfotericina B (2-0,004 uM) e pocos contendo somente meio RPMI-1640 completo. As
microplacas de 96 e placas de 24 pogos (com laminulas — contraprova dos resultados obtidos das
microplacas de 96 pogos) foram incubadas a 32° C, 5% de CO> durante 48 horas.

O valor de Inibicdo de Crescimento de 50% de Amastigotas (ICAso) foi determinado por
fluorescéncia usando a resazurina (ROLON et al., 2006). Os resultados foram expressos nos

valores de indice de ICAso, seqguindo a férmula:

ICA (%) = 100 — (Fluorescéncia teste — Fluorescéncia Branco X 100)

(Fluorescéncia controle sem tratamento — Fluorescéncia do Branco)

Onde: Fluorescéncia Branco = foi obtida das células infectadas e tratadas com a concentracdo de
Anfotericina (3 pg/mL) 100% citotoxica para os parasitos; Fluorescéncia teste = obtida das células
tratadas pelo composto teste; Fluorescéncia controle sem tratamento = obtida das células infectadas e ndo

tratadas, ou seja, mantidas em meio RPMI.

Apbs o calculo da inibicdo de cada ponto da concentracdo, com auxilio do programa
Origin, foi possivel calcular em qual concentracdo ocorre a inibicdo de 50% dos parasitos nas

formas amastigotas (ICAso).

5.2.2.5 Determinacdo do indice de seletividade

O célculo de indice de seletividade consiste na razdo entre os valores de CCsp frente aos
valores de ICso ou ICAsp. O valor de IS refere-se a quantas vezes a FZD, a BCD, HPBCD e as
referidas complexagdes sdo seletivas ao parasito em relacéo a célula J774 (KATSUNO et al.,
2015). Quando néo alcancado o valor de CCso, 0 IS foi determinado como maior do que a razéo

entre a maior concentracdo testada e os valores de 1Csp / ICAso.
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5.2.2.6 Andlise de fagocitose por contagem de zimosan

Para os ensaios descritos a partir desse item 5.2.2.6, foram pré-selecionados 0s
compostos mais efetivos e com melhor indice de seletividade. Uma suspencéo de células J774
(3x10°/pogos) foi cultivada em placas de 24 pogos contendo laminulas e incubada por 12 a 16
horas em estufa a 37° C, 5% de CO2 e 95% de umidade para adesdo das células aos po¢os. Em
seguida, as células foram lavadas em meio RPMI-1640 incompleto e ressuspensas em meio
RPMI-1640 completo juntamente com as devidas concentracfes de FZ ou FZ-CD e zimosan. O
tratamento ocorreu por 48 horas em estufaa 37° C, 5% de CO- e 95% de umidade. Apds o periodo
de tratamento, as células foram lavadas com PBS 1X a 24° C, as laminulas foram fixadas com
metanol puro por 10 minutos e coradas com Giemsa (1:10) por 8 minutos. As laminulas de vidro
foram fixadas em laminas usando Entellan® (Merck). A contagem ocorreu na proporcao de 300
celulas/quantidade de particulas internalizadas, com auxilio de microscopio Gptico, em objetiva
de 100x com oleo de imersdo (RODRIGUES et al., 2012). Foram considerados positivos 0s
macrofagos que englobaram 3 ou mais particulas de zimosan e negativos 0s que englobaram
menos de 3 particulas. Os resultados foram analisados por comparacao entre 0s grupos controles,

grupos tratados e grupos sem tratamento.

5.2.2.7 Deteccao fluorimétrica de espécies reativas de oxigénio

Células J774 na concentracdo de 3x10°/pogos, foram cultivadas em placas de 24 pogos,
e incubadas por 12 horas em estufa a 37° C, 5% de CO e 95% de umidade para adesdo das
células. Em seguida, as células foram lavadas em meio RPMI-1640 incompleto e ressuspensas
em meio RPMI suplementado juntamente com as devidas concentragdes (3 pg/mL e 0,3 pg/mL)
dos compostos pré-selecionados mais efetivos e com melhor indice de seletividade. As células
receberam as concentragdes de tratamento por 48 horas em estufa a 37° C, 5% de CO- e 95% de

umidade. Apos o periodo de tratamento, as células foram retiradas dos pogos das placas com
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auxilio de cell scraper e ocorreu a lavagem utilizando PBS 1x. O pellet celular foi ressuspenso
em PBS 1X juntamente com o marcador HoDCFDA (Sigma-Aldrich) e incubados por 45
minutos. A fluorescéncia foi obtida nos comprimentos de onda de excitacdo: 485/20 nm e
emissdo: 528/20 nm. Como controle negativo foi utilizado células ndo tratadas e como controle
positivo, células tratadas com Forbol-12-Miristato-13-acetato (PMA-Sigma-Aldrich) a 5 pM

(CAMINI et al., 2017).

5.2.2.8 Dosagem de Oxido nitrico

Semelhantemente ao ensaio anterior, as células J774 (3x10%/pocos) foram distribuidas
em placas de 24 pogos e incubadas por 12 horas em estufaa 37° C, 5% de CO2 e 95% de umidade
para adesdo das células aos pocos. Em seguida, ocorreu a lavagem utilizando meio RPMI-1640
incompleto, para remocéao das células ndo aderidas. Apds isso, ocorreu adicdo do meio RPMI
suplementado juntamente com as devidas concentragdes de FZ e FZ-CD (3 pg/mL e 0,3 pg/mL),
o0 tratamento ocorreu por 48 horas em estufa a 37° C, 5% de CO; e 95% de umidade. Apos o
tratamento, as células foram removidas dos pog¢os das placas com auxilio de cell scraper e
lavadas com PBS 1x. O pellet celular foi ressuspenso em PBS 1X juntamente com o marcador
Diacetato DAF-FM (diacetato de 4-amino-5-metilamino-2', 7'-difluorofluoresceina-Sigma-
Aldrich) e incubados por 30 minutos. A leitura da fluorescéncia foi obtida nos comprimentos de
onda de excitacdo 485/20 nm e emissdo 528/20 nm. Como controle negativo foi utilizado células
ndo tratadas e como controle positivo , células tratadas com Forbol-12-Miristato-13-acetato

(PMA-Sigma-Aldrich) a5 uM (CAMINI et al., 2017).

5.2.2.9 Imunofenotipagem de macréfagos M1 e M2
A avaliacdo do efeito da FZ ou FZ-CD sobre a polariza¢do de macrofagos M1 e M2, foi

através de citometria de fluxo, com a metodologia adaptada pelo trabalho de Murphy et al.
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(2008). A linhagem celular de macrdfagos utilizada foi a J774. Foi determinada a influéncia da
FZ e FZ-CD sobre o fen6tipo de macréfagos em um sistema de cultura in vitro. As células em
fase de crescimento logaritmico foram incubadas durante 48 horas com IFN-y (100 ng/mL) ou
IL-4/1L-13 (30 mM), juntamente com FZ ou FZ-CD nas melhores concentracgdes de inibi¢do de
crescimento de amastigota (ICA) a uma densidade de 2x 10° células mL em placas de 24 pocos.

As condices de controle incluiram células tratadas e ndo tratadas, com e sem citocinas,
com e sem FZ ou FZ-CD. As células foram colhidas e centrifugadas 1000xg por 10 minutos e as
suspensdes de Unicas células foram imediatamente utilizadas para imunofenotipagem.

As células J774 foram incubadas com multiplos anticorpos monoclonais conjugados
com fluorescéncias especificas para marcadores de superficie de células de macr6fagos de
camundongo para diferenciar macréfagos dos fen6tipos M1 e M2. Os seguintes anticorpos foram
utilizados: anticorpo anti-receptor de manose de camundongo (MR) conjugado a ficoeritrina (PE)
(Serotec, Raleigh, NC, EUA), anticorpo de rato anti-CD206 de camundongo conjugado a
ficoeritrina (PE) (Serotec, Raleigh, NC, EUA) e anticorpo de rato CCR7 anti-camundongo
conjugado a ficoeritrina (PE) (Serotec, Raleigh, NC, EUA). Esses receptores especificos foram
escolhidos com base em seus papéis em macrofagos alternativamente e classicamente ativados.

As suspensdes de células Unicas foram lavadas antes e apds a colora¢do com 2 mL de
PBS contendo 0,1% de BSA e 0,02% de azida de sddio, e a marcacdo foi realizada em 100 pL
deste tampao. Todas as células foram analisadas quanto ao fenotipo por analise multiparmétricas
por citometria de fluxo usando um CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman Coulter).
Aproximadamente 50.000 eventos por amostras foram examinados rotineiramente. A
porcentagem de células com coloragdo positiva para cada proteina de superficie foi determinada
comparando as amostras de teste com as amostras ndo coradas e as coradas com isotipo controle.

A identificacdo dos subtipos de macréfagos M1 e M2 foram realizadas primeiramente

com um grafico de FSC (Tamanho) X SSC (Complexidade) e uma “gate” foi criada na regido
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dos macrofagos totais (J774). Em seguida foram selecionadas as populagdes positivas para M1 e

M2 [Figura 5].
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Figura 5. Sequéncia de eventos para identificacdo de Macrofagos polarizados em M1 ou M2,
apos ensaio de imunofenotipagem (software FlowJo v9.4). A) Gate macréfagos totais. B)
Macrofagos ndo marcados. C) Macrofagos estimulados para M1 (IFN-y, CCR7). D) Macrofagos
estimulados para M2 (IL-4/IL13, CD206).
5.3. ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad Prism versdo 7.0 e
Origin versdo 9.1. Os ensaios foram realizados em triplicatas de pocos e os valores foram
observados com base de no minimo trés experimentos independentes. A influéncia dos diversos
tratamentos sobre as variaveis estudadas, em funcéo da concentragéo e tipo de complexacéo foi
estatisticamente analisada através de One-way Anova seguida do pds-teste de Tukey. Para as

analises entre dois fatores foi aplicado Teste t ndo pareado. Os fatores analisados foram: tipo de

tratamento, concentragdo e a interagdo tratamento x concentracdo. Nos casos em que houve
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diferenca estatistica, o nivel de significancia foi fixado em p<0,05. Os dados foram apresentados

como média * desvio padrdo (Dp).
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6. RESULTADOS

6.1 Selecdo de estudos e fontes de informacao da revisao sistematica

A selecdo dos arquivos disponiveis, de acordo com os critérios de inclusdo e exclus&o,
resultou em 943 artigos. Destes artigos, resultantes da pesquisa com as palavras-chave, 605 foram
repetidos e foram excluidos. Além disso, 303 foram excluidos por ndo responderem a questao
norteadora. Assim, 35 artigos foram incluidos para elegibilidade, e destes, 4 foram selecionados,
conforme Fluxograma apresentado na Figura 6. Além disso, o ano de publicacdo de cada estudo

analisado, os autores e 0 mecanismo imunolégico relacionado estdo listados na tabela 2.

Registros identificados por meio de 3 bases de
dados (n = 943)

Identificacdo

v
Registros apds duplicacdo removidos (n = 605) |

Selecdo

Registros excluidos com base na
relevancia (n=303)
Ndo abordaram o tema de estudo

—>

v

Artigos completos avaliados por elegibilidade (n =
35)

Elegibilidade

Artigos excluidos, com razes{n =20)
8 de dados incompleto
3 dados duplicados

v

Inclusos

v

| Artigos inclusos (n = 4) |

Figura 6. Diagrama PRISMA para estratégia de selecdo do estudo (adaptado da recomendacgéo
PRISMA).

Embora a FZD seja amplamente utilizada como terapia em vérias condigdes patoldgicas,
o0s estudos sobre a eficacia associada as respostas imunes ainda sdo limitados. Os resultados

projetados em nosso estudo demonstraram baixa representatividade de trabalhos, sendo um fator
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conflitante que impediu a metanélise. Além disso, os trabalhos foram consistidos em variagdes

relacionadas a randomizac&o e ao sigilo da alocacdo dos estudos (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo compilada dos artigos, sumarizando mecanismos imunoldgicos causados

pela FZD.

Autor/Ano

Resposta Imune

Evidéncia

Sun et al. (2013)

A FZD ativa a via p38 MAPK,
com provavel estimulagdo da
produgdo de citocinas

inflamatorias.

)] Ensaios com cultura de
células HepG2.

I)  AFZD induziu a parada
do ciclo celular na fase S e
suprimiu o crescimento celular;
Iy A FZD aumentou a
atividade de fosforilagdo p38
(p-p38);

IV)  Diminuiu a atividade de
JNK fosforilado (p-JNK).

Deng et al. (2016)

A FZD induz a via p21,
estimulando a producdo de
espécie reativas de oxigénio
(EROS), provocando apoptose
pela ativagdo da via da caspase-

3.

1) Ensaios com cultura de
células HepG2.
1) A FzZD
expressdo de p2l através da
inibicdo da via PI3K/AKkt.

regulou a

Chadfield & Hinton (2004)

A FZD aumentou o efeito
bactericida e a fagocitose de
macrofagos sobre as cepas de

Salmonella enteritidis.

1) Ensaios com co-cultura;
macréfagos  extraidos  do
periténio de frangos Leghorn +
cepa de Salmonella enteritidis

1)) A exposicdo da cepa a
concentracdes subinibitorias de
FZD levou a um aumento da
fagocitose e um aumento no

metabolismo oxidativo.

A FZD apresentou baixa

citotoxicidade, e diminuicéo da

1) Ensaios com células

mononucleares do  sangue
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producdo de citocinas pro- | periférico (PBMC) de
inflamatorias e anti- | individuos ndo infectados e
inflamatdrias, tais como IFN-y, | pacientes com doenca de
TNF-a e IL-10. Chagas cronica.

Otta et al. (2018) 1)) A FZD induziu o
aumento do indice de exposicao
de mondcitos e linfocitos T em

estéagios finais de apoptose.

6.2. Atividade citotoxica da furazolidona e dos produtos de complexacao com ciclodextrinas

A FZD assim como seus derivados complexados com diferentes proporcoes de f-
ciclodextrina (B-CD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD) foram avaliados em relagéo ao
potencial de citotoxicidade frente as células J774. Para andlise dos resultados de concentracéo
citotoxica (CCso) foi destacado o equivalente de furazolidona livre, presente nos diferentes
produtos de complexagédo obtidos (Tabela 3). Para facilidade de interpretacdo, estes valores sao
apresentados na coluna 3 da referida Tabela.

Ao analisar os resultados de citotoxicidade é possivel observar que a FZD livre
apresentou CCsp de 9,35 pg/mL. Outrora, quando a FZD foi complexada por diferentes métodos
(malaxagem, liofilizacdo e mistura fisica), todos os produtos de complexacdo apresentaram
menores citotoxicidade, e esta diferenca foi significativa quando comparada a FZD (p<0,001)

[Figura 7A, B].
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Figura 7. Valores de CCso obtidos a partir de Células J774 tratadas por 48 horas. A: anélise
estatistica da FZD em relagdo a P-ciclodextrina em diferentes métodos de complexacdes e
propor¢des. B: analise estatistica da FZD em relacdo a hidroxipropil-p-ciclodextrina em
diferentes complexagdes ¢ propor¢des. B-CD: células J774 tratadas com B-ciclodextrina, HPBCD:
células J774 tratadas com hidroxipropil-B-ciclodextrina. Os resultados referem-se a média e
desvio padrdo (z) de trés experimentos independentes. Colunas marcadas com (a) representam
diferenca estatistica em relagdo a FZD (*** = p<0,001). Nas anélises foi aplicado o teste Anova
seguido por pos-teste de Tukey.

Entre os métodos de complexagdo com B-ciclodextrina, os produtos obtidos pelo método
de malaxagem, foram 0s menos citotoxicos, na propor¢do de 1:1 (MBFZD1:1) CCsode 102, 95
Hg/mL, e na proporcéo de 1:2 (MBFZD1:2) CCso apresentou valor de 105,95 (Tabela 3), ndo
havendo diferenca significativa entre eles. Todos os produtos de complexacdo de FZD- 3-CD em
suas diferentes proporcdes induziram a uma melhoria que variou de 5,6 a 11,3 vezes (com
MFBFzZD1:1, MBFZD1:2) quando comparada a citotoxicidade de FZD livre.

Os resultados de citotoxicidade referentes aos produtos de complexacdo de FZD com
HPBCD, liofilizacdo na propor¢do de 1:1 (LHFZD1:1), e a mistura fisica na propor¢do 1:2
(MFHFZD1:2) apresentaram os melhores resultados CCso de 100,95 pg/mL e 109,5ug/mL,
respectivamente. Foi possivel observar que os produtos de complexacgdes de FZD com HP-B-CD
diminuiram significativamente (p<0,001) a citotoxicidade da FZD refletindo uma melhoria de

6,6 a 11,7 vezes (com MHFZD 1:1 e MFHFZD1:2).
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A citotoxicidade foi maior nas complexagcdes com B-CD, quando comparada as
complexagdes com HP-B-CD. A complexagdao de malaxagem com [B-ciclodextrina na proporcéo
1:1 (MBFZD1:1 CCsode 102,75 pg/mL) e 1:2 (MBFZD1:1 CCs de 105,95 pg/mL), bem como
a complexacéo de liofilizagdo com hidroxipropil-p-ciclodextrina na proporgéo 1:1 (LHFZD1:1
CCsode 100,95 pg/mL) e 1:2 (LHFZD1:2 CCsp de 88,43 pug/mL) ndo apresentaram diferencas
entre si quanto a citotoxicidade. Por fim, ndo foi observada citotoxicidade das ciclodextrinas f3-

ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina livremente (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade citotoxica in vitro da FZD e dos produtos de complexagdo com
ciclodextrinas frente a células J774.

Quantidade de FZD presente no

Complexacéo CCso (Hg/mL.) produto de complexacéo
(X + DP)
(ug/mL)
Materiais de partida

FzZD 9,35+ 1,06 -

B-CD > 500 -

HPBCD > 500 -

Produtos de complexacédo com a BCD
MFBFZD1:1 524+17@ 8,69
MBFzD1:1 102,75 +3,46 @ 17,04
LBFZD1:1 97,6 £0,71@ 16,18
MFBFzD1:2 73,25+ 2,62 ®) 7,28
MBFZD1:2 105,95 + 0,49 @ 10,53
LBFzZD1:2 62,1+ 0,28 ® 6,17
Produtos de complexacdo com a HPBCD

MFHFZD1:1 79,9+283 @~ 10,69
MHFZD 1:1 62,25+ 0,21 @~ 8,33
LHFzZD1:1 100,95+ 2,33 @ 13,51
MFHFzD1:2 109,5 + 6,15 @~ 17,96
MHFZD 1:2 85,05+ 2,62 ®~ 6,10
LHFZD1:2 88,43 +4,38@" 6,34

CCso: Concentragdo citotoxica para 50% de células J774, FZD: furazolidona, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD:
hidroxipropil-B-ciclodextrina. Para BCD letras iguais entre parénteses (a; a) ndo representam diferenga estatistica entre
as proporcdes 1:1 e 1:2 de cada método de complexacao (Mistura fisica, Malaxagem e Liofilizagdo). Para BCD letras
diferentes entre parénteses (a; b) indicam significancia estatistica (p<0,05) entre as propor¢des 1:1 e 1:2 de cada
método de complexagdo. Para essas analises foi aplicado Anova seguido por pds-teste de Tukey. Essa mesma anélise
estatistica foi reproduzida para os complexados com HPBCD. Uma analise complementar foi realizada aplicando o
Teste t ndo pareado, assim foram marcados com * indicando significancia estatistica (* = p<0,05) quando pareado os
produtos complexados com 0 mesmo método e proporgdo diferenciando somente o produto de complexacao entre
BCD e HPPCD em relagdo a CCso. Observa-se nessa andlise que somente o produto LHFZD1:1 nédo difere
estatisticamente de LBFZD1:1. X + DP: resultados correspondem & média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes para cada amostra.
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6.3. Atividade leishmanicida in vitro dos complexos furazolidona-ciclodextrina frente as
formas promastigotas e amastigota de L. (L.) infantum e anélise de indice de seletividade.

A atividade leishmanicida frente as formas promastigotas e amastigotas de L. (L.)
infantum também foram avaliadas para FZD e seus complexados B-CD ou HP-B-CD nas
diferentes proporgoes.

Os resultados da concentracdo que inibe o crescimento em 50% (ICso) das formas
promastigotas de L. (L.) infantum demonstraram que todas as formulagdes foram ativas contra as
formas promastigotas (Tabela 4). Entretanto, os valores mais ativos dos produtos de complexacao
com [-ciclodextrinas foram: MBFZD1:1 (ICso de 0,66 pg/mL), LBFZD1:1 (ICso de 1,2 pg/mL)

e (MBFzZD1:2 (ICsode 1,17 pg/mL) [Figura 8].
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Figura 8. Valores de 1Cso de promastigotas de L. (L.) infantum tratadas por 48 horas. A: anélise
estatistica da FZD em relagdo a B-ciclodextrina em diferentes métodos de complexacGes e
proporcdes. B: andlise estatistica da FZD em relacdo a hidroxipropil-B-ciclodextrina em
diferentes complexagdes e proporg¢des. B-CD: promastigotas de L. (L.) infantum tratadas com f-
ciclodextrina, HPBCD: promastigotas de L. (L.) infantum tratadas com hidroxipropil-f-
ciclodextrina. Os resultados referem-se a média e desvio padrdo () de trés experimentos
independentes. Colunas marcadas com (a) representam diferenca estatistica em relagdo a FZD
(** = p<0,01). Nas analises foi aplicado o teste Anova seguido por pos-teste de Tukey.

Além disso, as a¢bes leishmanicidas mais proeminentes contra as formas promastigotas

ocorreram com 0s produtos de complexagdo com B-CD. As diferengas quanto & magnitude de
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resposta sobre as formas promastigotas entre os tipos de complexagdo e as proporcoes de
ciclodextrinas estdo expressas na Tabela 4.

Na avaliagéo contra as formas amastigotas, os compostos MFBFZD1:2 (ICAso de 5,305
pg/mL), MFHFZD1:1 (ICAso de 0,16 pg/mL) e LHFZD1:1 (ICAso de 26,07 pg/mL) foram os
unicos ativos sob as condi¢des de concentracdes selecionadas, mostrando-se capazes de obter a
acdo leishmanicida em 48 horas sobre os parasitos de L. (L.) infantum diminuindo dessa forma o

namero de amastigota por macréfagos [Figura 9 A, B].
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Figura 9. Células J774 infectadas com L. (L.) infantum nas formas promastigotas. Ap0s 24 horas
de infeccdo, as células receberam diferentes tratamentos e incubadas por 48 horas. A) ICAso:
concentragéo inibitoria para 50% dos parasitos. FZD: tratadas com furazolidona, BCD: tratadas
com B-ciclodextrina. MFBFZD1:2: tratadas com Mistura fisica furazolidona B-ciclodextrina,
proporgdo 1:2; HPBCD: tratadas com hidroxipropil-p-ciclodextrina. MFHFZD1:1: tratadas com
Mistura fisica furazolidona hidroxipropil-B-ciclodextrina na propor¢do 1:1; LHFZD1:1: Tratadas
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com Liofilizagdo furazolidona:hidroxipropil-B-ciclodextrina, propor¢do 1:1. B) Imagens de
macrofagos sem tratamento, tratadas com a FZD ou com produtos de complexacdo. As setas (-
>) indicam as células infectadas com formas amastigotas. Os resultados referem-se & média e
desvio padrdo (z) de trés experimentos independentes. Colunas marcadas com (a) representam
diferenga estatistica em relacdo a FZD (*** = p<0,001), colunas marcadas com (b) representam
diferenca estatistica em relagdo a CD (*** = p<0,001), colunas marcadas com (C) representam
diferenca estatistica em relagdo a HPBCD (*** = p<0,001). Nas anélises foi aplicado 0 teste
Anova seguido por pos-teste de Tukey.

A concentracgéo que inibiu 50% do crescimento das formas amastigotas por FZD (ICAso)
foi 3,7pug/mL. Assim, os resultados mostraram que o complexo liofilizado com hidroxipropil--
ciclodextrina na propor¢ao 1:1 e a mistura fisica com B-ciclodextrina 1:2 e a furazolidona,
inibiram significativamente (p<0,001) o nimero de amastigotas. Os produtos de complexacéao
com HP-B-CD mais ativos contra as formas amastigotas foram MHFZD 1:1 (ICAso de 1,25
pg/mL) e MHFZD 1:2 (ICAso de 4,15 pg/mL) [Figura 9]. Por outro lado, os ensaios com 0s

outros compostos complexados em suas diferentes proporc¢des (1:1 ou 1:2), ndo apresentaram

acéo efetiva contra as formas amastigotas (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de inibicéo de crescimento e indice de seletividade para formas promastigotas
e amastigotas.

(ug/mL) (X = DP)

Complexacéo Promastigota Amastigota IS8 ISP
1Cso0 ICAsp
Materiais de partida
FZD 0,84 +£0,2 3,721 11,13 2,52
B-CD > 200 - - -
HPBCD > 200 - - -
Produtos de complexacdo com a BCD
MFBFZD1:1 2,85+0,07 @ >15 18,38 -
MBFzD1:1 0,66+0,11 @ >7 155,7 -
LBFzD1:1 1,2+0,28@ >15 51,8 -
MFBFzZD1:2 6,8+ 0,85 ®) 5,305 10,77 13,8
MBFZD1:2 1,17 +0,24 @ >30 90,5 =
LBFZD1:2 580,14 ® >5 14,7 -
Produtos de complexacdo com a HPBCD
MFHFZD1:1 11,85+ 0,35 @~ 0,16 £0,1 6,74 499,37
MHFZzD 1:1 1,25+ 0,07 @ >7 78,08 -
LHFZD1:1 6,15+0,35@" 26,07+6,7 16,41 3,87
MFHFZD1:2 18,3 2,55 @~ >7 59 -
MHFZD 1:2 415+1,63® >35 14,9 -
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LHFZD1:2 8,7+0,42@" >8 10,16 =

ICso: Inibicdo de Crescimento de 50% de promastigotas, ICAso: Inibicdo de Crescimento de 50% de amastigotas,
IS% indice de seletividade para formas promastigotas, 1S®: indice de seletividade para formas amastigotas, -: nio
calculado. O indice de seletividade foi calculado de acordo com os resultados de citotoxicidade para células J774 e
concentragdo inibitoria de leishmania. Para BCD letras iguais entre parénteses (a; a) ndo representam diferenca
estatistica entre as proporcdes 1:1 e 1:2 de cada método de complexacgdo (Mistura, Malaxagem, Liofilizacdo). Para
BCD letras diferentes entre parénteses (a; b) indicam significancia estatistica (p<0,05) entre as proporg¢des 1:1 e 1:2
de cada método de complexacdo. Para essas analises foi aplicado o teste Anova seguido por pos-teste de Tukey.
Essa mesma analise estatistica foi reproduzida para os complexados com HPBCD. Uma andlise complementar foi
realizada aplicando o Teste t ndo pareado, assim foram marcados com * indicando significancia estatistica (* =
p<0,05) quando pareado os produtos complexados com o mesmo método e proporcao diferenciando somente o
produto de complexagdo entre BCD e HPBCD em relagdo a ICso. Observa-se nessa analise que ndo houve diferenca
estatistica entre o produto (MHFZD 1:1 e MBFZD 1:1) e (MHFZD 1:2 e MBFZD 1:2). X + DP: resultados
correspondem & média e desvio padrdo de trés experimentos independentes para cada amostra.

Em relacdo ao indice de seletividade para as formas promastigotas apenas os produtos de
complexa¢do MFHFZD 1:1 (IS de 6,74) e MFHFZD 1:2 (IS de 5,9) ndo apresentaram o indice
de seletividade (IS) maior que 10. As anélises se restringem a uma avaliacdo farmacologica sobre
as formas promastigotas da leishmania, esses produtos de complexacdo ndo poderiam ser
selecionados, considerando que a literatura preconiza que um composto ideal demanda que o seu
IS seja maior ou igual a 10. Os outros 10 produtos de complexagdo seguiriam para analises.

Entretanto, ponderando que neste estudo foram realizados testes contra as formas
amastigotas, que séo as formas infectantes/replicantes no ser humano e de interesse terapéutico,
apenas dois compostos apresentaram valores de IS maior que 10 (Tabela5). Sendo os compostos,
MFBFZD 1:2 (IS del3,8), MFHFZD 1:1 (IS de 499,37). Assim, avangamos com as andlises de
fagocitose, espécie reativa de oxigénio, 6xido nitrico e imunofenotipagem com a mistura fisica
furazolidona hidroxipropil-p-ciclodextrina na proporgéo 1:1 (MFHFZD 1:1), por apresentar o

melhor indice de seletividade.

6.4. Avaliacdo da capacidade fagocitica dos macrofagos sobre efeito da administracéo da
FZD e MFHFZD 1:1

Como descrito no item 5.2.2.6 para 0s ensaios de fagocitose, espécie reativa de oxigénio,
oxido nitrico e imunofenotipagem foi pré-selecionado o composto mais efetivo e com melhor

indice de seletividade, sendo o MFHFZD 1:1.
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A linhagem de macrofagos J774 incubados com meio RPMI (controle) apresentou taxa
média de fagocitose em torno de 4%. Entretanto, quando incubados com FZD na concentracéo
de 3 pg/mL apresentou taxa média em torno de 8%. A HPBZD (hidroxipropil-B-ciclodextrina) e
MFHFZD 1:1 nas concentracdes de 3 pg/mL e 0,3 pg/mL apresentaram taxa média de fagocitose
de 10, 6,3, 4 e 4,3%, respectivamente. Tanto a HPBZD e MFHFZD 1:1 ndo alteraram
estatisticamente a taxa de fagocitose em nenhuma das concentragdes estudadas quando
comparadas ao controle. J& a FZD na concentracdo de 0,3 pg/mL causou um aumento
estatisticamente significante na taxa de fagocitose dos macrofagos (p<0,001), apresentando taxa

média de 27,5%, induzindo a uma melhoria de 6,8 vezes [Figura 10 A, B].
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Figura 10. Efeito da administracdo de FZD e FZD-CD sobre capacidade fagocitica de
macrofagos J774 com zimosan tratadas por 48 horas nas concentracfes de 3 e 0,3 ug/mL. A)
Taxa de fagocitose. FZD: furazolidona, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, MFHFZD1:1:
Mistura fisica furazolidona hidroxipropil-p-ciclodextrina na proporgdo 1:1. CP: Controle com
células J774 sem tratamento. B) Imagens de macréfagos sem tratamento, tratadas com a FZD ou
com produtos de complexacao. As setas (->) indicam a fagocitose das particulas de zimosan pelos
macrofagos. Colunas marcadas com asterisco (*) diferem quando comparadas com controle
(p<0,001). Nas analises foi aplicado Anova seguido por pos-teste de Tukey.

HPBCDO3ug ' MFHFZD1:13ug

6.5. Deteccdo fluorimétrica de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Com intuito de observar se a FZD e MFHFZD1:1 induziriam ao aumento de EROs,
utilizou-se o marcador Ho.DCFDA por ensaio de fluorescéncia. Para esse ensaio as concentragdes
foram ajustadas a 3 pg/mL e 0,3 pg/mL para todos os produtos.

A Figura 11 mostra que células J774 tratadas com FZD, apresentaram um aumento
significativo (p<0,001) de EROS para a maior concentracdo testada (3 pg/mL). Também
apresentaram diferenca significativa na producdo desse metabdlito em relacdo ao controle sem
tratamento, células tratadas com HPBCD (3 pg/mL) e MFHFZD 1:1 (3 pg/mL). Quando
observados os resultados de FZD, HPBCD e mistura fisica com B-ciclodextrina (MFHFZD 1:2)
na proporcao de 1:2 na concentracdo de 0,3 pg/mL, ndo houve aumento na indugdo de EROS

[Figura 11].
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Figura 11. Formacdo de espécies reativas de oxigénio em J774 tratadas com furazolidona e com
as misturas fisicas da furazolidona-hidroxipropil-B-ciclodextrina. Avaliagdo da Fluorescéncia de
EROs em J774 tratadas por 48 horas nas concentracdes de 3 e 0,3 pg/mL com: FZD:
furazolidona, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, MFHFZD1:1: Mistura fisica furazolidona
hidroxipropil-B-ciclodextrina na proporcao 1:1. Foi utilizado como controle o PMA (Phorbol 12-
miristato 13-acetato) na concentracdo de 4,8 uM. Controle: células J774 sem tratamento. Colunas
marcadas com asterisco (*) diferem quando comparadas com controle (p<0,001). Nas analises
foi aplicado Anova seguido por pds-teste de Tukey.

6.6. Deteccdo da producédo de 6xido nitrico

A deteccdo da producdo de oxido nitrico (NO) pelos macrofagos (J774) foi através de
ensaio de fluorescéncia utilizando o marcador Diacetato DAF-FM (diacetato de 4-amino-5-
metilamino-2', 7'-difluorofluoresceina-Sigma-Aldrich). A Figura 12 mostra que a producédo de
NO ndo foi significativa nas diferentes concentra¢fes da complexacdo de MFHFZD 1:1. Ja a
FZD livre apresentou uma significativa producdo de NO na concentragdo de 3 pg/mL (p<0,001)

guando comparada ao grupo controle [Figura 12].
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Figura 12. A avaliacdo da fluorescéncia de 6xido nitrico em J774. Células tratadas com H2O,=
perdxido de hidrogénio (4 uM), MFHFZD 1:1 (3 e 0,3 pg/mL), FZD (3 e 0,3 pg/mL), HPBCD
(3 e 0,3 ug/mL) e Controle = células J774 tratadas por 48 horas. Ap6s o periodo de tratamento
as células foram incubadas com marcador DAF-FM. Colunas marcadas com asterisco (*) diferem
quando comparadas com controle (p<0,001), colunas marcadas com émicron (o) diferem quando
comparadas com a FZD 3 pg/mL (p<0,001). Nas anélises foi aplicado Anova seguido por pos-
teste de Tukey. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes para cada amostra.
6.7. Imunofenotipagem de macréfagos

A fim de avaliar o efeito da FZD e MFHFZD 1:1 na polarizacdo de macréfagos, foi
examinado os efeitos in vitro dos compostos na expressao do marcador de superficie de células
J774 incubadas com IFN-y ou IL-4 / IL-13. As células foram estimuladas e a expressdo de
proteinas de superficie que sdo reguladas positivamente em macréfagos M1 (CCR7) e
macrofagos M2 (CD206) foi analisada por citometria de fluxo.

Como mostrado na Figura 13A, as células quando ndo estimuladas por IFN-y ou IL-4/
IL-13, ndo se diferenciaram em macréfagos M1 ou M2. Outrora, quando as células foram
estimuladas pelas citocinas houve aumento significativo da expressdao de M1 e M2 (p<0,001).

No entanto, no momento que houve estimulagdo por citocinas associada ao tratamento com FZD,

a proporcdo de macrofagos M1 ou M2 foi semelhante ao grupo controle (Figura 13B). Ja as
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celulas estimuladas com citocinas e tratadas com MFHFZD 1:1 apresentaram aumento de
macrofagos polarizados em M1 e M2, mas estas propor¢gdes ndo foram estatisticamente
significativas quando comparados ao grupo sem tratamento ou as células tratadas com FZD
[Figura 13 D]. Por fim, os grupos estimulados com IFN-y e tratados com HPBCD apresentaram

reducdo da expressdo de M1 quando comparados ao grupo controle [Figura 13 C].
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Figura 13. Porcentagem de células J774 polarizadas em macrofagos classicamente ativados
(M1), e macréfagos alternativamente ativados (M2). Citocinas de diferenciacdo de M1 (IFN-y)
e M2 (IL-4/ IL-13). Marcadores imunofenotipicos de superficie para M1 (CCR7) e M2 (CD206).
HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, MFHFZD 1:1: Mistura fisica furazolidona hidroxipropil-
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B-ciclodextrina na proporgdo 1:1. Controle: células J774 sem tratamento. A) Macrofagos J774
ndo estimulados ou estimulados por citocinas (IFN-y ou IL-4/ IL-13) e marcados para M1
(CCR7) ou M2 (CD206). B) Macrofagos estimulados e tradados com FZD e marcados para M1
ou M2. C) Macrdfagos estimulados e tradados com HPBCD e marcados para M1 ou M2. D)
Macrofagos estimulados e tradados com MFHFZD 1:1 e marcados para M1 ou M2. Colunas
marcadas com asterisco (*) diferem quando comparadas com controle (p<0,001). Nas analises
foi aplicado Anova seguido por pos-teste de Tukey. Os resultados correspondem a média e desvio
padrdo de dois experimentos independentes para cada amostra.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo buscou-se avaliar os efeitos citotoxicos, leishmanicidas, atividade
macrofagica e imunomoduladora promovidos pela administracdo de FZD e sua complexagédo
FZD-CD. Inicialmente foi realizada uma revisao sistematica para avaliar quais 0s mecanismos
imunes estdo relacionados pela administracdo da FZD em diferentes contextos patoldgicos.
Através dos trabalhos eleitos para elegibilidade apds os critérios de inclusédo e exclusdo, ficou
demonstrado que houve varia¢bes quanto randomizacdo e sigilo da alocacdo dos estudos
selecionados, o que tornou inviavel a realizacdo da metanalise. Todavia, os trabalhos elencados
indicaram que a administracdo de FZD pode induzir vias pré ou anti-inflamatorias, com o
provavel aumento da expressao de espécies reativas de oxigénio e modulacédo de vias apoptoticas.

O trabalho de Sun et al. (2013), demonstrou que FZD induz a interrupcdo do ciclo
celular da fase S e suprime a proliferacdo de células HepG2, ativando a via p38 MAPKS (proteina
quinase ativada por mitogénio) para p-p38 e inibindo 0 JNK (Via da quinase N-terminal de junho)
para p-JNK. Essas respostas causadas por FZD sdo aparentemente antagbnicas, no entanto, é
reconhecido que as vias JNKs e p38 MAPKs podem ter efeitos opostos na proliferacdo e
sobrevivéncia celular, que dependem de diferencas especificas no tipo de célula, bem como na
intensidade e duracdo do sinal e interferéncia entre outras vias de sinalizacdo (CORRE; PARIS;
HUQOT, 2017).

As vias de sinalizacdo JNK e p38 MAPK desempenham papéis centrais na interrupcéo
do ciclo celular e na supresséo do crescimento celular e estédo envolvidas em muitas condi¢fes
patoldgicas. E importante notar, que as formas fosforiladas de JNK e p38 ativam fatores de
transcrigdo pertencentes a proteina ativadora-1 (AP-1), incluindo c-Jun e fator de ativacdo de
transcricdo 2 (ATF-2), que ativam a transcricdo de genes que codificam moléculas de adesao,

como VCAM-1 e citocinas inflamatoérias (ZARUBIN; HAN, 2005). Com base neste resultado,
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podemos hipotetizar que em virtude da ativacdo das vias JNK, é provavel que FZD elicite a
decodificacdo e ativagdo de citocinas inflamatorias por leucdcitos.

J& o estudo de Deng et al. (2016), demonstrou que o tratamento com FZD na dose de 50
pug/mL em células HepG2 aumentou o nivel de mRNA (RNA mensageiro) p21, mas
paradoxalmente reduziu o nivel da proteina p21, como consequéncia diminuindo também a sua
meia-vida. A degradagdo da proteina p21 foi associada a inibicdo de FZD da via PI3K/ Akt.
Entretanto, a alteracdo da expressdo da proteina p21 modulou a apoptose que foi induzida por
FZD, através da ativacdo de caspase, especialmente caspase-3, promovendo também a geracao
de espécie reativa de oxigénio (EROS). Segundo os autores, a influéncia do p21 na geracao de
EROS induzida por FZD pode estar associada a via Nrf2 / HO-1, que foi um regulador chave na
resposta de defesa contra o estresse oxidativo. Em suma, os autores demonstraram que a p21
desempenhou um papel critico na apoptose induzida por FZD em células HepG2, que influenciou
a ativacao da caspase-3 e a geracdo de EROS.

Além disso, o tratamento com FZD potencializou o efeito bactericida e a fagocitose de
macrofagos peritoneais extraidos de Aves Leghorn que foram expostos a cepas de Salmonella
enteritidis. Os autores observaram que a exposi¢cdo de cepas de S. enteritidis a concentracfes
subinibitorias de FZD elevou a quimioluminescéncia durante a fagocitose com macréfagos, o
que sugeriu um aumento no metabolismo oxidativo dos macr6fagos resultante da ativacdo da
fagocitose destas células (CHADFIELD; HINTON, 2004).

Diante dos dados e associados aos mecanismos imunoldgicos que sdo desencadeados
pelo aumento do metabolismo oxidativo dos macréfagos, principalmente dos macrofagos M1,
levanta-se o seguinte questionamento: a FZD pode influenciar a modulacdo de linfocitos
auxiliares (CD4") para o perfil Thl e macréfagos M1 durante a infeccdo por patégenos
fagocitados? E importante notar que no trabalho experimental de Chadfiled & Hilton (2004) com

Salmonella enteritidis, trata-se de uma espécie de bactéria intracelular gram-negativa flagelada
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opcional (GUT et al., 2018). Como se sabe, a mediagéo das respostas imunes intracelulares por
patégenos fagocitados é realizada por células CD4", enquanto as respostas intracelulares por
patégenos que causam infecgdo no citosol da célula, como virus, sdo mediadas por CD8" (TUBO;
JENKINS, 2014).

Os linfocitos CD4" podem se diferenciar em classes de linfocitos T helper (Th), como:
Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 e Th25. Durante uma infec¢do, 0 aumento do metabolismo oxidativo
é critico na diferenciagdo especialmente de células Thl e Th17 (ABIMANNAN et al., 2016).
Assim, com o provavel aumento do metabolismo oxidativo conforme acima destacado, que pode
modular a expresséo do perfil Thl, hipotetizamos que a terapia com FZD pode promover uma
imunomodulacéo eficaz para a eliminagdo de patdgenos intracelulares mediada por respostas de
linfocitos CD4%/Th1 e consequentemente por macréfagos M1.

Paradoxalmente, a FZD apresentou tendéncia a aumentar a ativacdo de mondcitos,
porém, inversamente, reduz a producdo de citocinas consideradas essenciais para o controle da
doenca de chagas e 0 sucesso terapéutico na imunidade adaptativa, como IFN-y, TNF-a e IL-10,
além de subpopulacbes de linfécitos T (OTTA et al., 2018). Os resultados desses autores
demonstraram diferentes efeitos da FZD sobre a capacidade funcional de células mononucleares
do sangue periférico em individuos saudaveis e pacientes com doenca de Chagas cronica,
concluindo que ainda nédo esté claro se o tratamento com FZD pode ser benéfico em pacientes
com doenca de Chagas.

Baseado nos dados apresentados, podemos reconhecer a necessidade de estudos que
abordem os efeitos imunofarmacoldgicos da FZD. Embora ela seja uma droga tradicionalmente
usada, ainda podem ser elucidados diversos processos imunol6gicos por ela desenvolvidos.
Nossos dados revelaram que ha muitas perguntas a serem respondidas, por exemplo: E provével
que a FZD possa provocar mudangas imunofenotipicas nos leucocitos a um perfil que

desencadeia a eliminagdo de um patdgeno durante um processo infeccioso, ou se este farmaco
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modula a expressao de leucécitos a um perfil que beneficie o ciclo de vida do parasito? Qual o
efeito predominante da administracdo por FZD: pr6 ou anti-inflamatério? Como mitigar os
efeitos adversos desse medicamento? Assim, realizamos ensaios para avaliar o efeito
leishmanicida, e imunomodulador da FZD e de produtos de complexacdo da FZD com
ciclodextrinas.

Como demonstrado nos resultados, a FZD testada de forma livre apresentou maior
citotoxicidade (9,35 pg/mL), quando comparada aos compostos complexados com ciclodextrina
(variando de 52,4 a 105,95 pg/mL). Entretanto, se consideramos os valores citotdxicos com base
no equivalente de FZD presente nos diferentes produtos de complexacdo obtidos, poderiamos
elencar que alguns produtos de complexagéo estariam apresentando maiores citotoxicidade como
MFBFZD 1:2 com CCso de 52,4 pg/mL (£1,7), LBFZD 1:2 com CCsp de 62,1 pg/mL (0,28),
MHFZD 1:2 com CCsg de 85,05 pg/mL (£ 2,62), LHFZD 1:2 com 88,43 pg/mL (£4,38), mas
com o equivalente de FZD (7,28; 6,17; 6,10; e 6,34 pg/mL) respectivamente (Tabela 3). Se fosse
analisado isoladamente os dados de disponibilidade de FZD livre, poder-se-ia indicar que estes
produtos de complexacdo apresentariam maiores citotoxicidade frente as células estudadas
guando comparados a forma livre do farmaco.

Este fato poderia ser admissivel se considerarmos que os complexos de inclusdo séo
formados por interacBes reversiveis entre as espécies envolvidas, nomeadamente do tipo nao
covalente, sendo os farmacos liberados no meio por dissociacdo e 0s responsaveis pela acéo
farmacoldgica de interesse (DEL VALLE, 2004; STELLA et al., 1999). Entretanto, é importante
destacar que a associa¢do com as ciclodextrinas aumentou o indice terapéutico da FZD em todos
produtos complexados frente as formas promastigotas, e melhorou o indice terapéutico em dois
produtos complexados MFBFZD 1:2 e MFHFZD 1:1 nas formas amastigotas, como demonstrado

na Tabela 4.
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Uma provavel justificativa para a diminuigdo da citotoxicidade em todos os produtos
complexados (Figura 7), e em seguida, 0 aumento da efetividade dos produtos de complexacédo
MFBFZD 1:2 (ICAso 5,305 pg/mL) e MFHFZD 1:1 (ICAso 0,16 pg/mL) foi o aumento da
solubilidade do farmaco, com reducéo da dose requerida (CARVALHO et al., 2018). Além disso,
0 aumento da permeabilidade celular a FZD em funcgdo da presenca das CDs podem agir como
promotores da permeacao de farmacos pouco soluveis, controlando o influxo dos farmacos pelas
membranas por diferentes mecanismos (MASSON et al., 1999; DEL VALLE, 2004).

De fato, a literatura vem demonstrando que a preparacdo de complexos de incluséo
baseados em farmacos para o tratamento de doencas negligenciadas é fundamental, uma vez que
estes complexos podem além de aumentar a solubilidade dos farmacos, incrementar a taxa de
dissolucao, melhorar a biodisponibilidade, reduzir a toxicidade e, viabilizar o preparo de solugdes
orais e parenterais (CARNEIRO et al., 2019).

O trabalho de Carvalho et al. (2018), destacou os efeitos leishmanicida com baixa
citototoxicidade de FZD-CD quando comparada a FZD livre. Os autores realizaram os testes com
as linhagens celulares L929 e THP-1 e formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Como
resultado, as avaliagcBes bioldgicas in vitro demonstraram que os complexos FZD: B-CD
apresentaram atividade leishmanicida significativa contra L. amazonensis com valores de ICso
de 6,16 ug/ mL e 1,83 pg/ mL para os complexos preparados por malaxagem e liofilizacao,
respectivamente. Os autores destacaram que estas concentra¢des dos complexos ndo afetaram a
viabilidade celular e sugeriram que 0s compostos nestas concentragdes ndo eram citotoxicos. No
presente trabalho, buscou-se ampliar o reconhecimento sobre os efeitos imunofarmacoldgicos de
FZD e FZD-CD.

A forma amastigota € de grande importancia clinica e farmacoldgica, pois é a morfologia

infectante no hospedeiro vertebrado e que provoca lesdes teciduais localizadas, além de
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inflamacAo sistémica, tornando evidente a manifestagio da doenca. E importante destacar, que
experimentalmente induzimos a infecc¢do da L. (L.) infantum sobre a linhagem celular J774.

Até o presente momento, apenas o trabalho de Tempone et al. (2010), havia
demonstrado os efeitos da FZD contra as formas amastigotas do parasito da leishmaniose
visceral. Os autores também utilizaram uma formulacéo lipossomal da FZD frente ao modelo
experimental com hamster. Como resultado, eles demonstraram que a FZD apresentou atividade
contra promastigotas de L. (L.) chagasi, L. (V.) braziliensis, L. (L.) major e L. (L.) amazonensis
nas concentragdes de 0,71, 0,73, 0,61, e 0,47 pug/ mL, respectivamente. A FZD foi efetiva frente
as amastigotas de L. (L.) chagasi na concentragdo de 1,60 pg/mL. Os autores também realizaram
ensaio de citotoxicidade, demonstrando que o tratamento com FZD em 48 horas foi toxico para
macrofagos peritoneais e células THP-1 nas concentracdes de 12,74 ug/mL. Por fim, os autores
demonstraram que a FZD lipossomal (0,5 mg/kg) reduziu a carga parasitaria no baco (74%) e
figado (32%) dos hamsters em uma dose 100 vezes menor do que a droga livre.

Outros estudos também relataram resultados promissores sobre a eficacia de FZD em
diferentes cepas de Leishmania in vitro. Berman e Lee (1983) testaram a atividade leishmanicida
de FZD em cepas de L. tropica e observaram que a FZD foi capaz de eliminar 92% das
promastigotas quando testada na concentragao 1,0 pg/mL. O recente trabalho de Carvalho et al.
(2020), demonstrou que a FZD complexada com 3-CD apresentou efeito leishmanicida contra as
formas promastigotas de L. braziliensis. Os produtos de complexacdo avaliados foram a
Malaxagem e liofilizacdo em diferentes proporcdes. Os autores observaram que na malaxagem,
0 ICsp varia entre 2,7 pg/mL a 48,45 pg/mL e de liofilizacdo o ICsg variou de 6,5 pg/mL a 24,48
png/mL. Estes resultados estdo acima do que foi observado no presente estudo, onde o ICso dos
produtos de complexagdo com -CD variou de 0,66 pg/mL a 6,8 pg/mL.

Outrora, estas diferengas no trabalho de Carvalho et al. (2020) podem ser decorrentes

da utilizagéo de cepa diferente (L. braziliensis), tempo de tratamento (72 horas), e modelo
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experimental (THP-1). No presente trabalho, a avaliagdo do efeito leishmanicida de FZD e FZD-
CD foi contra a cepa de (L. infantum), tempo de tratamento (48 horas) e modelo experimental
(J774). Vale a pena destacar que a resposta terapéutica a FZD pode variar em diferentes tipos de
células e parasitos, em virtude das diferentes capacidades metabdlicas (ZHUGE et al., 2018;
SHETNEV et al., 2019).

Os resultados apresentados no presente trabalho corroboram ao encontrados por
Carvalho et al. (2018; 2020) e fortalece a possibilidade de reposicionamento deste farmaco para
uso clinico em humanos. Como se sabe, uma tendéncia na atualidade € o reposicionamento de
farmacos e a inclusdo de novos sistemas de liberacdo de drogas com intuito de reduzir o tempo e
0 investimento gastos na descoberta de novas moléculas (PUSHPAKOM et al., 2018). A
complexagdo com ciclodextrinas vem se destacando como alternativa amplamente utilizada,
inclusive, em medicamentos com registros aprovados por agéncias reguladoras internacionais
(CARVALHO et al., 2020). Assim, utilizar as ciclodextrinas para reduzir os efeitos adversos,
como no caso da FZD, pode ser uma alternativa que promova o reposicionamento deste farmaco
e seu uso clinico.

Neste trabalho, além de demonstrar a eficacia da FZD e FZD-CD frente as formas
infectantes do parasito da leishmaniose visceral, buscou-se entender a possibilidade deste
farmaco (livre ou complexado) em estimular respostas imunes, em especial atividades de
macrofagos, como por exemplo, se estimulavam a fagocitose, liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e oxido nitrico. Ficou demonstrado que tanto HPBZD e MFHFZD 1:1 ndo alteraram
estatisticamente a taxa de fagocitose em nenhuma das concentracgdes estudadas (3 e 0,3 pg/mL)
quando comparadas ao controle. Inusitadamente a FZD na concentracdo mais baixa, 0,3 pg/mL,
causou um aumento estatisticamente significante na taxa de fagocitose, induzindo a uma

melhoria de 6,8 vezes.
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Como se sabe a fagocitose € um processo celular de ingestdo e eliminacao de particulas,
incluindo microrganismos, substancias estranhas e células apoptéticas. E este processo envolve
varias fases, como a detec¢do da particula a ser ingerida, ativagdo do processo de internalizacao,
formacdo de um vaclolo especializado denominado fagossomo e maturacdo do fagossomo
(URIBE-QUEROL; ROSALES, 2020).

A particula de zimosan é um modelo eficaz para avaliar a capacidade fagocitica, pois
induz as fases da fagocitose pelos sinais inflamatérios em macrofagos por meio de receptores
Toll-like TLR2 e TLR6. Além disso, os receptores fagociticos nos macréfagos se ligam no
zimosan e estimulam o engolfamento das particulas (DAVID M UNDERHILL, 2003). Os
resultados do presente estudo corroboram com a literatura, no qual, é destacada a possibilidade
da administracdo de FZD aumentar o metabolismo oxidativo dos macrofagos resultando na
ativacdo da fagocitose destas células (CHADFIELD; HINTON, 2004; FEITOSA et al., 2021).
Além disso, durante a fagocitose ocorrem alteragdes metabolicas, com a producdo de espécie
reativa de oxigénio (EROS) e 6xido nitrico (NO). Foi constatado que ap6s a administracdo de
FZD e o MFHFZD 1:1 houve estimulacédo da liberacdo de EROS na concentracdo de 3 pug/mL.

No geral, a funcdo bioldgica da liberacdo de EROS ¢é a eliminacdo do agente agressor
durante uma infeccdo por parasitos da Leishmaniose. Por outro lado, quando sua producédo é
exacerbada, o organismo dispde de um sistema antioxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pro e
antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente (VASCONCELOS et al.,
2007). A liberacdo de EROS na infeccdo por leishmania ocorre em resposta a fagocitose dos
macrofagos que possui ligantes de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs). Os padrdes
reconhecidos por PRRs podem ser de origem patogénica (padrdes moleculares associados a
patdgenos - PAMPS) que sinalizam danos ao tecido, que geralmente estdo ocultos de PRRs

(CARTA et al., 2009).
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Na infeccdo por leishmania a resposta promovida por EROS é fundamental nos
diferentes estagios de infeccdo. Todavia, € importante destacar que algumas espécies de parasitos
podem ser resistentes ao estresse oxidativo (HORTA et al., 2012). Com tal caracteristica, o
trabalho de Andrade et al. (2020), demonstrou que a L. (L.) infantum na forma promastigota é
mais resistente ao estresse oxidativo, quando comparada a L. (V.) braziliensis. Na Leishmaniose
visceral canina e também humana, o estresse oxidativo sofrido por hemécias, por exemplo, pode
fornecer a base para sua remogdo precoce da corrente sanguinea. Assim, tem sido sugerido que
0 estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese da anemia hemolitica
durante a leishmaniose visceral (HEIDARPOUR et al., 2012).

Além disso, Panaro et al. (2008) relataram que os niveis de EROS podem estar
fortemente envolvidos na apresentacdo clinica da leishmaniose em cdes. Por fim, embora a
producdo exacerbada de EROS possa provocar o estresse oxidativo, drogas com efeitos
leishmanicidas e que estimulam a producdo de EROS s&o consideras terapéuticas efetivas e
eficazes (BASU et al., 2006). Desta forma os resultados de EROS descritos de FZD e FZD-CD
sdo promissores e reforcam a possiblidade deste farmaco para aplicacfes terapéuticas na
leishmaniose visceral.

Outra molécula essencial para mediar a morte intracelular de parasitos da Leishmaniose
é 0 6xido nitrico (NO), sendo ele considerado uma das principais moléculas efetoras. No presente
estudo, ficou demonstrado que ndo houve producdo de NO de forma significativa quando as
células foram tratadas com MFHFZD 1:1 nas concentragfes 0,3 e 3 pg/mL. Em contraste, a FZD
livre apresentou uma significativa producdo de NO na concentracdo de 3 pg/mL. Nesta
perspectiva, € preciso destacar que farmacos livres podem estabelecer maior contato com célula,
se ligando as proteinas de membranas ou até mesmo atravessa-las por meio de difusdo passiva e
ativar cascatas intracelulares provocando efeitos farmacologicos. Desta forma, a concentracdo

do farmaco livre determina a sua concentragdo no local ativo e, bem como, a sua farmacocinética
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e farmacodinamica (TIWARI et al., 2012). Assim, considerando que 0s ensaios experimentais
restringiram-se ao modelo in vitro com as células J774, o que permitiu um contato direto do
farmaco com a célula, pode-se pressupor uma vantagem da FZD quanto a ativacdo metabdlica
da producéo de 6xido nitrico quando comparada com a complexacdo de MFHFZD 1:1, uma vez
que o sistema de complexacdo aprisiona o farmaco, protegendo-o e alterando o seu perfil de
liberacdo, absorc¢do, distribuicdo e eliminacdo. Todavia, a complexacdo conduz o farmaco ao
local de interesse de uma forma mais eficaz e segura (CARNEIRO et al., 2019).

Além do mais, recentes estudos atestam que a FZD livre estimula a produgdo de NO e
que esta producdo esta relacionada aos efeitos da atividade da FZD para eliminacdo de patdgeno
(LE et al., 2020). Estudos indicam que concomitantemente a producdo de NO, a FZD promove
a inibicdo da cadeia de transporte de elétrons (BERTENYI; LAMBERT, 1996), e como efeito
secundario, pode inibir a funcdo de bombas de efluxo que sdo dependentes da cadeia de transporte
de elétrons, sendo este um mecanismo vantajoso no enfrentamento de patégenos resistentes a
maultiplas drogas, pois desta forma, este mecanismo permite o uso sinérgico de combinacGes de
antimicrobianos, ocasionando melhor efeito terapéutico, considerando que muitas drogas séo
expelidas para fora da célula por meio de uma ampla gama de bombas de efluxo (LE et al., 2020).

Efetivamente ainda ndo esta totalmente esclarecido os diversos mecanismos associados
pela utilizacdo da FZD, com a consequente producdo NO e demais cadeias metabolicas
envolvidas. Todavia, os dados encontrados sobre 0 NO em nosso estudo corroboram ao ja
descrito na literatura. Por fim, € importante destacar que o NO é fundamental na eliminacéo
intracelular de parasitas, e semelhantemente a producgédo de EROS, compostos capazes de gerar e
aumentar a producdo de NO em macrdfagos podem contribuir para a atividade leishmanicida

(HORTA et al., 2012). Esta importancia € singular para os pacientes com LV, uma vez que estes

apresentam uma reducdo na producédo plasmatica de éxido nitrico (KUPANI et al., 2021).
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As atividades de fagocitose, com consequente producdo de espécies reativas de oxigénio
e oxido nitrico sdo caracteristicas decisivas dos fagdcitos, em especial dos macréfagos. Os
macrofagos sdo as células hospedeiras finais para a proliferacdo dos parasitos de Leishmania e
essas células sdo a chave para uma resposta controlada ou exacerbada que culmina em
manifestacdes clinicas. M1 e M2 s&o os dois principais fenotipos de macréfagos (TOMIOTTO-
PELLISSIER; TACIANE; ASSOLINI, 2018).

Quando avaliado os efeitos da FZD e MFHFZD 1:1 sobre a polarizacdo de macréfagos,
foi detectado que ambos 0s tratamentos ndo apresentaram aumento significativo na porcentagem
de macrofagos polarizados em M1 e M2. Muito embora, o tratamento com MFBFZD 1:1 tenha
apresentado maiores valores de macréfagos polarizados, porém, estas propor¢des ndo foram
estatisticamente significativas quando comparados ao grupo sem tratamento ou as células
tratadas com FZD. Apesar de ndo observavel, o aumento da polarizacdo de macro6fagos em M1
ou M2 nos ensaios in vitro com FZD e MFBFZD 1:1, € importante assinalar que ndo foi atestavel
que o farmaco nédo corrobore com a polarizacdo de macrofagos.

Durante a infec¢do por Leishmania, os macrofagos tém suas atividades influenciadas
pela interacdo com os linfocitos TCD4* que se diferenciam no perfil Thl, Th2 ou Th17, e estes
para obter sua ativacdo dependem da apresentacdo de antigeno, moléculas co-estimulatdrias,
ligantes e producdo de citocinas (OKEKE; UZONNA, 2019). Sendo estes sinais influenciados
pelo microambiente infeccioso/inflamatorio. Estudos revelam, por exemplo, que Anfotericina B
(Anf-B), farmaco utilizado no tratamento de LV e LC, potencializa as atividades antimicrobianas
de macréfagos M1 direta e indiretamente por meio da indug&o de citocinas, como fator de necrose
tumoral-a (TNF-a ), interleucina-14 (IL-14 ), interferon-y (IFN-y), bem como a gerac¢do de uma
explosdo respiratoria (CUNA et al., 2007).

Ainda n&o se estabeleceu a relacdo causal entre a polarizacdo de macrofagos M1 pela

administracdo de Anf-B, o que se sabe € a influéncia deste farmaco sobre os macréfagos M1.
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Além do mais, estudos in vitro com a linhagem celular tumoral Raji e macréfagos sobre o
tratamento com Anf-B, revelou que Anf-B inibiu a fosforilagdo de STAT6 para suprimir a
polarizagdo de macrofagos M2 (ZHANG et al., 2018). Os pressupostos desses achados podem
ser atestados em estudos de infecgdo por Leishmania, bem como, podem ser avaliados com
diferentes farmacos, tal como a FZD ou MFBFZD 1:1.

Assim, ainda é possivel considerar o papel da FZD e MFBFZD 1:1 sobre a polarizacéo
de macréfagos M1 e M2, considerando ainda que foi verificavel em nosso estudo a fagocitose,
producdo de EROS e NO sendo estes mediadores caracteristicos de atividade microbicidas,
especialmente encontrados no perfil M1. Nosso estudo possibilita que diferentes abordagens
possam ser adotadas para compreendermos se de fato a FZD livre ou com produtos de
complexacdo podem influenciar a modulagdo imunofenotipica de macr6fagos M1 e M2 durante
a infeccdo por Leishmania (L.) infantum. Pondera-se que tais verificagdes poderdo ser melhores
compreendidas em modelo in vivo (hamster), uma vez que é descrito que a infec¢do experimental
em hamster reproduz varios aspectos da LV humana e canina, como pancitopenia marcada por
leucopenia e anemia, caquexia, hipergamaglobulinemia, aumento da expressdao de IL-10 e
regulacao negativa do receptor de quimiocina 7 (CCR7) (ATO et al., 2002). Como perspectiva
futura, nosso grupo de pesquisa pretende avancar quanto ao reconhecimento do efeito

imunomodulador da FZD e FZD-CD utilizando modelo in vivo com hamster-sirio.
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8. CONCLUSAO

X/
°

Este estudo revelou que a administracdo da FZD pode induzir vias pré ou anti-inflamatorias,
com o provavel aumento da expressdo de espécies reativas de oxigénio e modulagdo de vias
apoptaticas;

Baseado nas complexacdes com as ciclodextrinas (B-ciclodextrina e hidroxipropil-§-
ciclodextrina), ficou demonstrado que houve uma diminuicdo da citotoxicidade, quando
comparados a FZD livre;

Semelhantemente ao que ja havia sido demonstrado em outras cepas de leishmania, a FZD
contra as cepas de Leishmania (L.) infantum apresentou efeito leishmanicida frente as formas
promastigotas, bem como os diferentes produtos de complexacéo de FZD-B-CD ou FZD-
HP-B-CD;

De maneira inédita os produtos de complexacdo MFBFZD1:2 e MFHFZD1:1 apresentaram
6timo indice terapéutico para as formas amastigotas quando comparados a FZD livre.
Paradoxalmente constatou-se que FZD livre na concentracdo mais baixa de 0,3 pg/mL
aumentou a taxa de fagocitose, induzindo a uma melhoria de 6,8 vezes. Outrora, a FZD livre
e 0 MFHFZD1:1 estimularam a liberacdo de espécie reativas de oxigénio, e somente aa FZD
livre apresentou uma significativa producdo de NO na concentracdo de 3 pug/mL, o que ndo
foi observado em MFHFZD1:1.

Por fim, a hipdtese do trabalho foi em grande parte respondida tendo complexacdo da
furazolidona com as ciclodextrinas (B-ciclodextrina e hidroxipropril-B-ciclodextrina)
originando complexos e agregados do tipo ndo-complexos com efeito leishmanicida, com
baixa toxicidade; e dependendo da quantidade de FZD livre no microambiente, essa € capaz
de estimular a fagocitose, a producgdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico, sem
aumentar a polarizagdo de macrdfagos no perfil M1 ou M2 em modelo in vitro de infec¢do

por Leishmania (L.) infantum.
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