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Resumo:

A leishmaniose € uma doenca negligenciada mundialmente. O tratamento
disponivel é limitado, com eficacia variavel e diversos efeitos colaterais. A
busca por tratamentos alternativos exige investigacées de novos compostos
ou a realocacao dos ja existentes através de estudos in vivo e in vitro. Neste
trabalho, investigamos o uso das células THP-1 em ensaios in vitro para a
testagem de diferentes compostos, os dados foram retirados de estudos
disponiveis na plataforma PubMed. Além disso, foi iniciada a padronizacdo
de todas as etapas do cultivo de células THP-1 no Laboratorio de Imunologia
Clinica da Universidade Estadual de Maringa, criando-se documentos com a
descricdo das atividades (POPs). Dentre os artigos elencados no
levantamento bibliografico observa-se semelhancas entre as metodologias,
geralmente resultados satisfatorios foram encontrados no uso das células
THP-1 como modelo para citotoxicidade. Os achados da literatura serviram
de base para o desenvolvimento das atividades laboratoriais, e planejamento
das proximas atividades experimentais.

Introducao

As leishmanioses possuem epidemiologia diversa e se destacam pela
ocorréncia em paises menos desenvolvidos (BRASIL; MINISTERIO DA
SAUDE, 2007). Os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e suas
formulacBes sdo os farmacos de uso, quase sempre toxicos e com eficacia
variavel (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Portanto, novos farmacos com
acao anti-Leishmania estdo em foco, e modelos de infeccéo in vitro usando
células hospedeiras especificas sao habituais (DE MUYLDER, 2011).

As células mielomonociticas da linhagem THP-1 (mondcitos THP-1) sdo
exemplos de células imortalizadas amplamente utilizadas em estudos in
vitro. Elas foram isoladas do sangue periférico de uma crianca com leucemia
monocitica aguda, e apoOs diferenciacdo usando o forbol 12-miristato 13-
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acetato (PMA) adquirem caracteristicas fenotipicas e funcionais que se
assemelham aquelas de macréfagos humanos primarios (LUND, 2016).
Objetivamos através de uma revisao de literatura buscar dados sobre o uso
de células THP-1 como modelo em ensaios que buscam novos potenciais
compostos com acdo anti-Leishmania, e padronizar o uso da linhagem
celular THP-1 no laboratoério de Imunologia Clinica (UEM).

Materiais e métodos

Cultivo de células THP-1: células THP-1 (ATCC® TIB-202™) foram mantidas
em estufa, 37 °C/5% de CO,, em meio RPMI 1640 (Gibco®), pH 7.6
suplementado com 20% (v/v) de soro bovino fetal (SBF) inativado e
antibidticos (0,063 mg/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina).
Ensaio de viabilidade: para a avaliacdo da viabilidade das culturas foi
utilizado o azul de Trypan (0,7%); as células foram centrifugadas (1000 rpm/
10 min), ressuspendidas, para posterior diluicdo em azul de Trypan. A
analise ocorreu em microscopio 6ptico comum. Os ensaios de toxicidade
continuam em andamento.

Estoque de células THP-1: para a criacdo de lotes de trabalho, as células
THP-1 mantidas até estarem aptas para o congelamento em concentracao
de 8 x 10° células/mL em meio de cultura suplementado com 20% de SBF e
5% de (V/V) DMSO (criopreservador). Ressalta-se 0 uso de metodologia de
congelamento lento (freezer comum (-20 °C), freezer -80 °C, nitrogénio
liquido (-196 °C)) e descongelamento rapido (cerca de 2 minutos, banho-
maria 37 °C).

Revisdo de literatura: foi utilizada a base de dados eletrbnica PubMed.
MeSH (Medical Subject Headings) termos foram usados na recuperacéo dos
artigos. Titulos e resumos foram analisados. Os critérios de elegibilidade
foram: publicagbes que usam células THP-1 em ensaio de citotoxicidade
para testagem de novos compostos com potenciais a¢des anti-Leishmania.
Somente pesquisas originais, em inglés, e com resumo disponivel foram
incluidas independentemente do ano de publicacdo. Guidelines, revisoes,
cartas, editoriais, comentérios, noticias, e relatos de casos ndo foram
incluidos. Os textos completos foram recuperados em PDF para leitura na
integra. Ao final, analisou-se os dados em tabelas. Divergéncias foram
resolvidas por consenso.

Resultados e Discussao

Resultados laboratoriais: os resultados dos ensaios com as células THP-1
foram descritos em POPs (Procedimento Operacional Padrdo) disponiveis
no laboratério de Imunologia Clinica (UEM). Resumidamente, as células
foram descongeladas, mantidas em ambiente adequado até o momento
propicio para ampliacdo. Os resultados de viabilidade encontrados na
manipulacdo das células sempre atingiam um numero superior a 75% de
células viaveis. Foi estabelecido um limite de 10 passagens para a
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realizacdo do congelamento e estoque das células, sendo que para isso
observava-se a confluéncia celular superior a 80%.
Resultados de revisdo bibliografica: para a busca no banco de dados

PubMed utilizou-se dois blocos de Mesh Termos, bloco 1: “Leishmaniasis” or
“Leishmania”; e o bloco 2: “THP-1 cells”, o resultado dessa busca foi de 50
artigos. ApoOs a analise de titulos e resumos foram excluidos 24 artigos por
nao atenderem os requisitos, restando assim 26 artigos para a leitura na
integra. Por fim, 16 artigos foram excluidos por ndo adequacéo aos critérios
de elegibilidade, restando 10 estudos para a andlise.

A maior parte dos artigos pertencem ao ano de 2019 (5/10)® > F ¢ " seguido
por 2017 (2/10)* P. O restante pertence ao ano de 2018, 2020" e 2021,
As espécies de Leishmania mais utilizadas, seja para realizar infeccdo, ou
apenas o teste de citotoxicidade, foram as espécies L. infantum (4/10)® ©°Y,
L. amazonensis (3/10)® * " L. tropica (2/10)*° e L. donovani (2/10)* ©.
Também foram utilizadas as espécies L. panamensis® e L. braziliensis®.
Na manipulacdo celular, os artigos que relataram os procedimentos
utilizavam o meio RPMI (7/10)® & P & F & H ' 3 maioria realizava
suplementacido com 10% de SBF (5/7)® ¢ & & " Sobre a viabilidade celular,
apenas 3 deles®  © fizeram a testagem antes dos experimentos, sendo que
destes 2/3* P fizeram a metodologia com azul de Trypan (0,7%).

Todos os artigos fizeram o ensaio de citotoxicidade. Mais da metade (6/10) >
& F "9 ytilizou a metodologia MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina). Nos experimentos, a quantidade de células/mL variou de
acordo com o estudo, porém duas concentracdes foram repetidas: de 1x10°
células/mL® ? e 1x10° células/mL® . Para a diferenciagédo dos mondcitos
THP-1 em macro6fagos, os artigos que relataram essa informacéo (6/10)* > F
¢ " foram unanimes no composto utilizado: PMA (forbol 12-miristato 13-
acetato). Mudando apenas o tempo de incubacéo, 48 horas (2/6)* ® ou 72
horas (2/6)“ ™). Poucos estudos utilizam outro tipo celular (3/10)“ >, a maioria
usou drogas de referéncia (8/10)*® 5" "9 sendo que em 55" a droga
foi a Anfotericina B. Apenas um estudo® relatou toxicidade do composto
teste para as células THP-1.

Artigos incluidos na revisdo de literatura

A- AHMAD, A. et al. Synthesis of phytochemicals-stabilized gold nanoparticles and their
biological activities against bacteria and Leishmania. Microbial Pathogenesis, v. 110, p. 304-
312, 2017.

B- AL-TAMIMI, A. M. S. et al. Discovery of new organoselenium compounds as
antileishmanial agents. Bioorganic Chemistry, v. 86, p. 339-345, 2019.

C- BASSANINI, I. et al. Design, Synthesis and In Vitro Investigation of Novel Basic Celastrol
Carboxamides as Bio-Inspired Leishmanicidal Agents Endowed with Inhibitory Activity
against Leishmania Hsp90. Biomolecules, v. 11, n. 1, p. 56, 2021.

D- BISWARO, L. S. et al. ltraconazole encapsulated PLGA[Jnanoparticles covered with
mannose as potential candidates against leishmaniasis. Journal of Biomedical Materials
Research Part B: Applied Biomaterials, v. 107, n. 3, p. 680-687, 2019.

E- CAMPOS, F. F. et al. In vitro leishmanicidal, antibacterial and antitumour potential of
anhydrocochlioquinone A obtained from the fungus Cochliobolus sp. Journal of Biosciences,
V. 42, n. 4, p. 657-664, 2017.

F- CHAUHAN, K.; KAUR, G.; KAUR, S. Evaluation of antileishmanial efficacy of Salidroside

against the SSG-sensitive and resistant strain of Leishmania donovani. Parasitology
International, v. 72, p. 101928, 2019.
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G- CORMAN, H. N. et al. Development of a target-free high-throughput screening platform
for the discovery of antileishmanial compounds. International journal of antimicrobial agents,
v. 54, n. 4, p. 496-501, 2019.

H- DA SILVA, L. A. L. et al. Antiprotozoal investigation of 20 plant metabolites on
Trypanosoma cruzi and Leishmania amazonensis amastigotes. Atalantoflavone alters the
mitochondrial membrane potential. Parasitology, v. 146, n. 7, p. 849-856, 2019.

I- GARNICA, P. et al. Pre-clinical evidences of the antileishmanial effects of diselenides and
selenocyanates. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 30, n. 17, p. 127371, 2020.

J- MARTIN, E. F. et al. Prospecting for cytotoxic and antiprotozoal 4Jaryl[J4H[Ichromenes
and 100aryldihydropyrano [2, 3[f] chromenes. Archiv der Pharmazie, v. 351, n. 10, p.
1800100, 2018.

Conclusoes

O cultivo de células THP-1 em ensaios in vitro se mostrou promissor apos a
revisdo de literatura, que permitiu o aprimoramento das metodologias em
desenvolvimento no laboratério de Imunologia Clinica (UEM).
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