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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas de grande relevancia para a
saude publica, sendo causadas por protozoarios do género Leishmania e
transmitidas pela picada do flebotomineo. Apesar dos avangos nos estudos sobre
a imunobiologia da infecgdo, os mecanismos iniciais da interacdo parasito-
hospedeiro ainda ndo sdo completamente compreendidos, e, embora modelos in
vitro e in vivo sejam a base para a geragao de novos conhecimentos no assunto,
nenhum reproduz fielmente a infeccdo humana. Modelos ex vivo, como os
explantes de pele humana, representam uma alternativa promissora para esses
estudos, pois preservam a complexidade estrutural e celular do tecido cutaneo,
incluindo células imunolégicas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
padronizar o uso de culturas organotipicas de explantes de pele humana (do
inglés, human organotypic skin explant cultures - hOSEC) como modelo
experimental para o estudo da infec¢ao por Leishmania braziliensis. A viabilidade
dos fragmentos foi determinada por meio de avaliacdo metabdlica (ensaio de
metabolizacdo do sal TTC) e estrutural (avaliagdo histolégica) da pele. A
presenca de células imunes nas peles foi determinada por meio de
imunohistoquimica. A infeccdo por L. braziliensis foi padronizada e determinada
em 3 x 10° parasitas por fragmento de pele, inoculados por meio de 3 injecbes
de 5 uL cada. A presenca do parasita foi confirmada diretamente a partir da
visualizacdo dos parasitas em cortes histologicos e microscopia eletrénica de
varredura. Molecularmente, a carga parasitaria foi quantificada ao longo do
periodo de cultivo por meio de qPCR. Por fim, as consequéncias da presenca
dos parasitos foram determinadas por meio de avaliacdo histologica, e
quantificacdo de citocinas, por meio de citometria de fluxo. Os resultados
mostraram que foi possivel otimizar o cultivo de hOSEC de modo a manter a
viabilidade inalterada durante os sete primeiros dias de cultivo. Ademais,
demonstrou-se a presencga de células imunes nas amostras de hOSEC coletadas
e cultivadas. Apos a otimizagao da infecgao, foi possivel demonstrar a presenca

de L. braziliensis, sua conversao progressiva de formas promastigotas para



amastigotas e a diminuicdo progressiva da carga parasitaria ao longo dos dias
de cultivo. Por fim, foi possivel demonstrar que os modelos hOSEC produzem
niveis detectaveis de IL-10, IL-4, TNF-a, IFN-g, IL-6 e IL-2 ao longo dos dias de
cultivo. No sétimo dia de infec¢do, houve modulagédo da producao de IL-2, com
menor sintese de produgao da citocina nas amostras infectadas. Tomados juntos,
os resultados sugerem a imunocompeténcia dos modelos hOSEC e seu grande

potencial para o estudo dos estagios iniciais da infec¢ao por L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose, modelo ex vivo, hOSEC, reposta imune



ABSTRACT

Leishmaniasis comprises a group of diseases of great public health
significance, caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted
through the bite of Phlebotomine sandflies. Despite advances in studies on the
immunobiology of infection, the initial mechanisms of parasite-host interaction
remain incompletely understood. Although in vitro and in vivo models serve as
the foundation for generating new knowledge on the subject, none faithfully
reproduce human infection. Ex vivo models, such as human skin explants,
represent a promising alternative for these studies as they preserve the structural
and cellular complexity of cutaneous tissue, including immune cells. Thus, the
objective of this study was to standardize the use of human organotypic skin
explant cultures (hOSEC) as an experimental model for studying Leishmania
braziliensis infection. The viability of the skin fragments was assessed through
metabolic evaluation (TTC salt metabolism assay) and structural analysis
(histological assessment). The presence of immune cells in the skin explants was
determined by immunohistochemistry. Infection by L. braziliensis was
standardized and set at 3 x 10° parasites per skin fragment, inoculated through
three injections of 5 pL each. Parasite presence was confirmed directly by
visualization in histological sections and scanning electron microscopy.
Molecularly, the parasite load was quantified throughout the cultivation period
using gPCR. Finally, the consequences of parasite presence were determined
through histological assessment and cytokine quantification using flow cytometry.
The results demonstrated that it was possible to optimize hOSEC cultivation while
maintaining unchanged viability during the first seven days of culture.
Furthermore, immune cells were present in the collected and cultivated hOSEC
samples. Following infection optimization, the presence of L. braziliensis was
confirmed, alongside its progressive conversion from promastigote to amastigote
forms and a gradual decrease in parasite load over the cultivation period. Lastly,
it was shown that the hOSEC models produce detectable levels of IL-10, IL-4,
TNF-a, IFN-y, IL-6, and IL-2 over the culture period. By the seventh day of
infection, IL-2 production was modulated, with lower cytokine synthesis in



infected samples. Taken together, the results suggest the immunocompetence of
the hOSEC models and their great potential for studying the early stages of L.

braziliensis infection.

Key words: Leishmaniasis, ex vivo model, hOSEC, immune response



l. Introducéo
1. Leishmaniose
1.1Historico

A leishmaniose € uma doencga que possui grande relevancia historica, com
registros datando de milhdes de anos antes da era comum. O género Leishmania
provavelmente evoluiu durante a era Mesozodica, antes da fragmentacdo do
supercontinente Pangeia (Steverding, 2017). Em 1903, foram feitas as primeiras
descricdes de Leishmania, de forma independente, pelo patologista escocés
William Boog Leishman e o pelo médico irlandés Charles Donovan que
descobriram corpos ovoides em esfregacos feitos in vivo e em autdpsias de
pacientes com baco aumentado (Donovan, 1903; Leishman, 1903). No mesmo
ano, Ronald Ross concluiu que os corpos ovoides se tratavam de um novo
protozoario cuja infeccao provocava um quadro clinico que se assemelhava ao
do calazar e o0 nomeou de Leishmania donovani (Ross, 1903). Em 1922,
Henrique de Beaurepaire Rohan Aragao propés a hipotese de que a mosca-das-
areias atuava como vetor da leishmaniose na América do Sul, posteriormente
identificada e classificada como Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Akhoundi et
al., 2016).

Os primeiros registros de leishmaniose no Brasil datam de 1895, quando o
médico e pesquisador Juliano Moreira observou sintomas indicativos de
leishmaniose cutanea na regido amazonica(Brasil, 2005). Em 1912, Gaspar
Vianna descreveu a espécie Leishmania braziliensis, além de descrever
tratamento com antiménio trivalente para a leishmaniose cutanea (LC),
posteriormente, a primeira men¢do oficial a leishmaniose cutanea no Brasil
ocorreu em um relatério governamental de 1917 (Altamirano-Enciso et al., 2003;
Sousa C Pearson, 2009). Em 1972, Lainson e Shaw propuseram uma nova
classificacdo das leishmanias do Novo Mundo com base em critérios clinicos,
epidemiologicos e biolégicos. Eles dividiram os parasitas em dois grandes
grupos: o complexo Leishmania mexicana e o complexo Leishmania braziliensis.
Posteriormente, em 1987, os mesmos autores revisaram essa classificacéo,
adotando os subgéneros Leishmania e Viannia (Brasil, 2005; Lainson et al.,
1990).
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1.2 Epidemiologia

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozoarios do
género Leishmania, que geram significativo impacto na saude publica. Essas
infecgbes constituem um complexo de doengas caracterizado por um amplo
espectro clinico e diversidade epidemiologica, sendo endémicas em 92 paises e
relatadas em 83 territorios (WHO, 2010). De acordo com a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), as leishmanioses estao entre as seis doengas infecciosas mais
importantes que acometem populagdes negligenciadas, com uma incidéncia
estimada de 0.9 a 1.6 milhdes de casos todos os anos, sendo aproximadamente
0.2 a 0.4 milhées de casos da forma visceral e 0.7 a 1.2 milhdes de casos da
Leishmaniose cutanea (PAHO, 2020) (Figura 1).

Numero de novos casos de LC em 2022
Bl o
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Numero de novos casos de LV em 2022
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Figura 1. Mapa epidemiol6gico de casos de Leishmaniose. Numero de casos reportados de
leishmaniose cutanea (A) e visceral (B) no ano de 2022 (OMS, 2023)

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania podem causar
Leishmaniose, sendo transmitidas por diversas espécies de flebotomineos. A
doenca apresenta alta prevaléncia, especialmente entre populacdes de baixa
renda em paises subdesenvolvidos, onde os programas de controle sao
subfinanciados e a infraestrutura de saude é inadequada (Choi et al., 2021;
Knight et al., 2023). As doencas tropicais negligenciadas afetam principalmente
populagées com baixa visibilidade e limitada representacdo politica, gerando
estigma, discriminagao e aumento na morbidade e mortalidade. Entre as doencas
tropicais, a leishmaniose ocupa o segundo lugar em mortalidade e o sétimo em
anos de vida perdidos ajustados por incapacidade. Mais de 1 bilhdo de pessoas
estdo emrisco de infecgdo em paises com alta presencga da doenca (Burza et al.,
2018; Choi et al., 2021; Kassebaum et al., 2016).

Segundo a Organizacao Pan Americana de Saude, durante os anos 2001
a 2021, foram notificados 1. 105. 545 casos de LC e Muco-cutanea nas Américas,
com mais de 37% dos casos sendo registrados no Brasil. A pandemia de COVID-
19 afetou diretamente as acdes de vigilancia e controle das leishmanioses,
devido ao impacto nas atividades em campo, repercutindo nas agdoes de busca

ativa, deteccao precoce e tratamento de casos (PAHO, 2020).
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Em todo o territério nacional, existem diferentes distribuicdes geograficas
das espécies de Leishmania. Por exemplo, Leishmania (Viannia) guyanensis tem
casos registrados na regido Norte, ja Leishmania (Leishmania) amazonensis é
principalmente relatada nos estados do Amazonas, Para, Rondénia, Tocantins,
Maranhao, Bahia, Minas Gerais, Sao Paulo, Goias e Parana, enquanto
Leishmania (Viannia) braziliensis € reportada em todos os estados do pais.
Assim, as espécies L. amazonensis e L. braziliensis sdo consideradas
epidemiologicamente mais relevantes devido a sua ampla distribuicao geografica
(Brasil, 2017). De acordo com o Ministério da Saude, em 2023 foram registrados
312.149 casos no Brasil, com 95 casos registrados no DF (MINISTERIO DA
SAUDE, 2023).

A Leishmaniose Visceral (LV) tem distribuicdo mundial, entretanto a maior
parte dos casos ocorre no Brasil, leste da Africa e india, com estimativa de
50.000 a 90.000 novos casos em todo o mundo anualmente, onde apenas 25—
45% séao relatados a OMS (WHO, 2023). A migracado de populacdes das areas
rurais para urbanas, o desmatamento e a construcdo de grandes projetos que
impactam o meio ambiente e resultam no reassentamento populacional sédo
eventos associados ao aumento continuo da incidéncia de leishmaniose visceral
em diversas regides do Brasil. Apesar das acdes do Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral, que foca no controle de reservatérios
entomoldgicos e animais, o Brasil ainda concentra cerca de 96% dos casos de
LV na América Latina (L. C. de Oliveira C Moreira, 2021; OMS, 2019). De acordo
com o Ministério da Saude, em 2023 foram registrados 50.478 novos casos de
leishmaniose visceral no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Mudancgas genéticas no parasita da Leishmania (Leishmania) infantum
favorecem a sua disseminagdo por todo o pais, principalmente nas regioes
nordeste e sudeste, apresentando um importante perfil epidemiolégico no Brasil
(Boité et al., 2020; Reis et al., 2019).

1.3Vetor e agente etiologico

A leishmaniose é transmitida pela picada do Flebotomineo infectado,
inseto  diptero, representante da familia Psychodidae que podem ser

classificados em dois grandes géneros de importancia médica: Phlebotomus no
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Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) e Lutzomyia no Novo Mundo (Américas)
(Steverding, 2017). Cerca de 100 espécies sao suspeitas de atuar como vetores
de Leishmania spp., embora menos de 50 tenham sido comprovadamente
envolvidas na transmissao (Lainson & Rangel, 2005). A aproximac¢ao cada vez
maior dos vetores do ambiente peridomiciliar e domiciliar devido a invasao
humana em areas florestais, combinada com as mudancas ambientais e
modificagbes da situagcdo ecoldgica entre vetores e parasitos, favorece a
transmissdo do parasito Leishmania de forma extra silvestre (Pessoa et al.,
2007).

A leishmaniose € uma doenga causada por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, pertencentes ao género Leishmania.
O parasita apresenta dois estagios principais em seu ciclo de vida: amastigota e
promastigota. Esses protozoarios sao parasitas obrigatérios que alternam entre
um vetor invertebrado e um hospedeiro vertebrado, que pode ser humano,
canino, roedor ou outras espécies. A infeccdo é adquirida pela fémea do
flebotomineo ao se alimentar do sangue de um hospedeiro vertebrado infectado
(Arenas et al., 2017; Claborn, 2010).

A forma promastigota tem formato alongado com um corpo celular
medindo 5-20 x 1-4 um e um flagelo anterior de até 20 um de comprimento, e as
formas amastigotas sao células ovaladas medindo cerca de 2 x 4 um. No entanto,
a configuracao celular basica é conservada entre as duas formas celulares de
Leishmania (Aleman, 1969; Vannier-Santos et al., 2005). Os parasitas, como
outras células eucaridticas tipicas, sao envolvidos por uma membrana plasmatica
e apresentam em seu citoplasma nucleo, mitocdndria, reticulo endoplasmatico,

aparelho de Golgi, lisossomos, ribossomos e outras organelas (Chang, 2014).

A Leishmania apresenta um ciclo de vida digenético, alternando entre as
formas amastigotas, que tem sobrevivéncia intracelular dentro do macréfago do
mamifero infectado, e as formas promastigotas metaciclicas, que sdo adaptadas
e se replicam no ambiente extracelular intestinal do vetor (Gluenz et al., 2010;
Soong, 2009). O ciclo de vida da Leishmania inicia-se no vetor quando a fémea
de um flebotomineo ingere formas amastigotas junto com o sangue de um

hospedeiro vertebrado infectado. No interior do bolo alimentar, o parasita
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diferencia-se em promastigotas ao longo de 0 a 2 dias apds a alimentacgao,
enquanto o sangue € envolvido por uma matriz composta de proteinas,
glicoproteinas e quitina, denominada matriz peritréfica. As promastigotas iniciais,
conhecidas como promastigotas prociclicas, apresentam intensa atividade
replicativa dentro do revestimento intestinal do vetor. Apds cerca de trés dias, as
formas prociclicas rompem a membrana peritréfica e migram para a porgéao
anterior do intestino médio, onde aderem as células epiteliais. Neste estagio,
inicia-se a metaciclogénese, durante a qual as promastigotas prociclicas
transformam-se em promastigotas metaciclicas, que sado formas infecciosas, mas
incapazes de se replicar. As promastigotas metaciclicas migram entdo do
intestino para a cavidade bucal do vetor. Durante um novo repasto sanguineo, o
flebotomineo inocula as formas promastigotas metaciclicas no local da picada,
onde sao fagocitadas por macrofagos, neutréfilos ou células de Langerhans
epidérmicas. No interior do fagolisossoma, as promastigotas rapidamente se
diferenciam em amastigotas, uma transformacao desencadeada por estimulos
como o pH acido e o aumento da temperatura. As amastigotas adaptam-se ao
ambiente acido e hostil do fagolisossoma, onde se replicam por divisao binaria.
A medida que a Leishmania se multiplica dentro dos macréfagos, ela
eventualmente rompe a membrana celular, liberando amastigotas, que podem
infectar células adjacentes ou disseminar-se para outras regiées do organismo
através da circulacdo. O ciclo se completa quando outro flebotomineo ingere
amastigotas livres ou macrofagos infectados durante um novo repasto sanguineo
(Conceicao-Silva & Alves, 2014; Filemon et al., 2012; Kaufer et al., 2017; Sunter

& Gull, 2017). O ciclo de vida da Leishmania esta representado na figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de Division of Parasitic Diseases and

Malaria (DPDx), Centers of Diseases Control and Prevention (CDC).

1.4 Manifestacdes clinicas

1.4.1 Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose cutanea €& caracterizada por lesbes que aparecem
exclusivamente na pele, iniciando no local onde os parasitas foram inoculados.
Embora geralmente ocorra uma unica lesdo, multiplas picadas ou a
disseminacao local podem resultar em varias lesées (Gontijo, 2003). A papula
cresce e forma um nodulo, que lentamente ulcera ao longo dos meses.
Geralmente, os pacientes permanecem sem sintomas sistémicos, e as lesoes,
embora possam causar coceira, hdo provocam dor (Burza et al., 2018). Mesmo
nao sendo fatal, a LC estd associada a estigmatizacdo social e efeitos

psicologicos negativos, devido ao impacto estético causado (Bennis et al., 2017).
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A forma cuténea localizada é a manifestagcao mais frequente, com lesdes
unicas ou em poucas quantidades e caracteriza-se por aumento local da
temperatura e inchaco. No local da picada surge uma papula eritematosa de
tamanho varia de 1 a 10 mm de diametro. Apos 2 dias, transforma-se em pustula,
e quando se rompe, seja espontaneamente ou por traumatismo devido a coceira,

resulta numa ulcera arredondada (Arenas et al., 2017; Burza et al., 2018).

A forma mucocutédnea ocorre como resultado do desenvolvimento
secundario da forma cutanea localizada e é caracterizada por lesées destrutivas
do septo nasal, Iabios e palato, causada por uma forte resposta imunopatoldgica.
No inicio, ha infiltragcdo da mucosa com ulceragdes superficiais; posteriormente,
as ulceras se desenvolvem, com suas bordas apresentando aspecto necrético
(Cincura et al., 2017; Goto & Lindoso, 2010).

A Leishmaniose Cutanea Difusa esta relacionada a um espectro
subjacente de respostas imunes contrastantes e desenvolve-se como multiplas
papulas e nodulos disseminados, ndo dolorosos e nao ulcerados. A condigao
reflete a auséncia de uma resposta imune celular, e a derme é tipicamente
infiltrada por parasitas. A condigao reflete a falta de resposta imune celular,
resultando em um intenso acumulo de parasitas na derme. Ela geralmente se
manifesta como nddulos eritematosos duros e placas lisas ou verrucosas, de
coloracdo marrom-avermelhada. Linfedema, linfadenopatia, mal-estar geral e
febre também podem ocorrer (Cincura et al., 2017; Goto & Lindoso, 2010;
Reithinger & Dujardin, 2007).

1.4.2 Leishmaniose Visceral

Na LV, a infeccdo se inicia na pele, onde os parasitas migram para
fagdcitos do sistema reticulo endotelial, acometendo principalmente o figado,
baco e a medula éssea. Devido a grande proliferacdo dos parasitas nestes
orgaos, individuos acometidos com essa forma da doenca frequentemente
apresentam pancitopenia, hepatomegalia, hipergamaglobulinemia e perda de
peso (Burza et al.,, 2018; Evans & Kedzierski, 2012). Apos um periodo de
incubacdo de 2 a 6 meses, pacientes com leishmaniose visceral (LV)

desenvolvem sintomas de infeccao sistémica persistente, com invasao
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parasitaria do sangue e do sistema reticulo-endotelial, incluindo aumento dos

linfonodos, baco e figado (Chappuis et al., 2007)
1.5 Respostaimune

A patogénese da leishmaniose segue uma complexa interacdo entre
diversos fatores, desencadeada pelas respostas imunologicas inatas e
adquiridas do hospedeiro. Essas respostas imunoldgicas desempenham um
papel crucial na expressao clinica da doenca, podendo resultar em formas
assintomaticas, subclinicas ou crénicas, com a presenga de sintomas graves. As
respostas inflamatérias desempenham um papel central na modulacdo da

progressao e manifestacao da infeccao (Scott, 2005).

Tanto a imunidade inata quanto a adaptativa sao fundamentais na defesa
contra Leishmania. Macrofagos e neutréfilos sdo as principais células que
respondem a infeccdo, outras células imunes, como mondcitos, células
dendriticas, células natural killer e células T CD4+ e CD8+, também
desempenham papéis importantes na resposta do hospedeiro (Dos-Santos et al.,
2016; Solbach & Laskay, 2000) (Figura 2)
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Figura 3. Impacto da infecgao por Leishmania nas células imunes. Adaptado de COSTA-DA-
SILVA et al., 2022

ApoOs a inoculagado de Leishmania na derme, as promastigotas ativam o
sistema complemento, levando a opsonizagcdo e lise de cerca de 90% dos
parasitas. No entanto, alguns desenvolvem mecanismos de resisténcia, sendo
fagocitados por diversas células. Dentro do fagolisossomo dos macrofagos, as
promastigotas se transformam em amastigotas (Filho et al., 2021; Von Stebut,
2007). Células residentes da derme, como macrofagos, mastécitos e células de
Langerhans, expressam receptores de reconhecimento de padrdes (do inglés
Pattern Recognition Receptors, PRRs), incluindo receptores do tipo Toll (do
inglés Toll-like Receptors, TLRs). Esses receptores identificam padroes
moleculares associados a patégenos (do inglés, Pathogen-associated Molecular
Patterns, PAMPs), desencadeando a fagocitose dos microrganismos e ativando
cascatas de resposta imune inata e adaptativa (Costa-Da-silva et al., 2022;

Pacheco-Fernandez et al., 2021).

Os macréfagos séo as principais células efetoras que fagocitam o parasita
e combatem a infeccao, ativados por células dendriticas e pela deposicao de
complemento. Eles podem se polarizar em dois subconjuntos: macrofagos M1,
que tém alta atividade microbicida através de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e secretam citocinas pro-inflamatorias; e macréfagos M2, que
produzem citocinas anti-inflamatérias, auxiliando na remodelag&o tecidual e

resolucao da inflamacao (Saha et al., 2017; Ty et al., 2019).

Os macrofagos do fenétipo M1 desempenham um papel crucial na
resposta inflamatéria, caracterizada pela producdo de mediadores pro-
inflamatoérios, como a interleucina-6 (IL-6), interleucina-12 (IL-12) e o fator de
necrose tumoral (TNF). A polarizagdo desses macréfagos para o fenétipo M1 é
induzida principalmente pelo interferon-gama (IFN-y), um mediador inflamatério
essencial produzido por células Th1 (Chen et al., 2023; Murray et al., 2014). Os
macrofagos do fendtipo M2 possuem elevada capacidade fagocitica e sao
caracterizados pela producdo de componentes da matriz extracelular (MEC),
fatores angiogénicos, quimiotaticos e interleucina-10 (IL-10). Essas

caracteristicas contribuem para a promogao da proliferagdo celular e o reparo
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tecidual, favorecendo a sobrevivéncia do parasita nos macrofagos (ltaliani &
Boraschi, 2014; C. P. Thakur et al., 2003).

Nos estagios iniciais da infecgdo, os neutrofilos migram pela vasculatura
até o local da infeccdo, estes expressam receptores de reconhecimento de
padrées, como TLRs, que reconhecem moléculas do parasita Leishmania,
ativando respostas microbicidas, como explosdo respiratoria, produgao de 6xido
nitrico, liberacdo de proteinas granulares e formagcdo de armadilhas
extracelulares (do inglés, Neutrophil extracellular traps, NETs). Além disso,
modulam as respostas das células T por meio da secrecdo de quimiocinas e
citocinas (Kupani et al., 2021; Passelli et al., 2021). Os Neutrdfilos, sendo as
primeiras células a chegar ao local, podem apresentar um papel benéfico ou
prejudicial, dependendo da espécie de Leishmania e do hospedeiro. A
Leishmania pode sobreviver temporariamente dentro destas células, inibindo a
formacdo do fagolisossomo, evitando o estresse oxidativo e retardando a

apoptose das células (Hurrell et al., 2016; Laskay et al., 2003).

A resposta imune adaptativa frente a infeccdo depende da atuacao e
diferenciacdo das células T auxiliares apos o reconhecimento dos antigenos
especificos. Assim, as células T auxiliares virgens se dividem e podem se
diferenciar em linfécitos Th1, Th2, Th17 dentre outras (Anversa et al., 2018; Dos-
Santos et al., 2016; Suman et al., 2018).

As células T helper 1 (Th1) desempenham um papel crucial na resposta
imune contra protozoarios intracelulares, especialmente na eliminacao de
parasitas do género Leishmania presentes em macréfagos infectados. As células
Th1 sdo caracterizadas pela producao de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-
y, interleucinas 1, 6, 8, 12, 18 e 27, TNF-a e linfotoxina, todas as quais
desempenham papeis essenciais na ativacdo de mecanismos imunoldgicos
envolvidos na destruicdo de parasitas intracelulares (Nateghi-Rostami & Sohrabi,
2024; Ritter & Korner, 2002; Scott, 2005; Scott & Novais, 2016). Ja as células de
perfil Th2 sédo estimuladas por Interleucina-4. Os linfécitos TCD4+ Th2 estédo
associadas com a suscetibilidade a infec¢des por Leishmania devido a producéo
de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Cunha et al., 2020;

Gomes et al., 2017). Sendo assim, a equilibrio entre as respostas Th1 e Th2 e
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0S mecanismos regulatorios sao determinantes para o desfecho da infecgéo por

Leishmania (Costa-Da-silva et al., 2022).

Diversos modelos animais experimentais, incluindo camundongos,
hamsters, cades domésticos e primatas ndo humanos, tém sido utilizados para
estudar os aspectos imunologicos da leishmaniose. Os modelos murinos tem
sido amplamente utilizado nos ultimos 40 anos para elucidar os tipos de células,
citocinas e mecanismos efetores antileishmania necessarios para o controle da
doenca. Embora esses modelos oferecam a vantagem de permitir o controle
genético do parasita e do hospedeiro, nenhum consegue replicar completamente
a infeccdo humana por Leishmania spp (Handman, 2001; Loria-Cervera &
Andrade-Narvaez, 2014a).

1.6 Diagndstico e tratamento

O diagnostico da leishmaniose requer a integracdo de fatores clinicos,
epidemiologicos e a aplicagdo de técnicas laboratoriais para a deteccao do
parasito. A escolha do método diagndstico € influenciada pelas diferentes formas
clinicas da doenca, o estagio de evolugcao das lesdes e a espécie de Leishmania
envolvida (F. Bahrami et al., 2018; Boni et al., 2017). Embora o diagnédstico da
leishmaniose frequentemente represente um desafio, ele pode ser realizado por
meio de métodos clinicos, com confirmacao direta (parasitolégica) ou indireta
(imunoldgica). No entanto, a confirmacao diagnostica nem sempre € viavel em

paises com recursos limitados (Mann et al., 2021).

Métodos parasitologicos de diagnostico continuam sendo o padrao-ouro
para o diagnostico de leishmaniose e pode ser obtido por exame direto de
amastigotas em laminas de lesdes, bidpsias ou esfregacos de impressao
corados com Giemsa ou hematoxilina-eosina. Amastigotas também podem ser
identificadas em amostras como camada leucocitaria de sangue periférico,

linfonodos e biopsias de figado (de Vries et al., 2015; Elmahallawy et al., 2014).

O teste cutdneo de Montenegro € um método amplamente utilizado no
Brasil, e se baseia na reacao de hipersensibilidade do tipo tardia, caracterizada
por espessamento no local onde se é aplicado uma solug¢ao contendo antigenos
inativados. Este método tem sido amplamente utilizado como diagndstico
complementar da leishmaniose devido a sua alta sensibilidade e especificidade,
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além de apresentar baixo custo e facil realizagao (de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015; Guedes et al., 2017).

Os testes soroldgicos também podem ser utilizados para o diagndéstico da
leishmaniose, destacando-se o teste de imunofluorescéncia indireta (IFIl) e o
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Estes se baseiam na identificacdo de
anticorpos anti-Leishmania no soro de pacientes, apresentando alta
sensibilidade e sendo pouco invasivos, entretanto nas manifestagdes cutaneas
a resposta humoral e a titulagdo de anticorpos tende a ser baixa. Estes testes
sdo pouco utilizados em areas endémicas, e, além disso, reagbes cruzadas
podem ocorrer em pacientes infectados por outros tripanossomatideos como € o
caso de Trypanosoma cruzi (Costa et al., 2016; Reithinger & Dujardin, 2007; S.
Singh et al., 2005).

As técnicas parasitologicas e sorolégicas convencionais apresentam
restricdes e limitagdes ao diagnodstico da leishmaniose, sendo assim, os métodos
moleculares sao recomendados devido a sua excelente precisao e velocidade.
As técnicas moleculares servem como um complemento e um método alternativo
de diagnostico (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015; S. Thakur et al., 2020). Na
deteccdo baseada em amplificacdo de DNA, diversos alvos genéticos sao
utilizados, cuja sensibilidade varia de acordo com o numero de copias desses
alvos no genoma do organismo. Técnicas como a PCR em tempo real permitem
a quantificacao da carga parasitaria e a avaliacdo da resposta a terapia, sendo
também uteis para identificar individuos assintomaticos ou detectar a infecgao
antes do surgimento dos sintomas. Essa abordagem ¢é crucial para o
desenvolvimento de medidas de controle efetivas (Galluzzi et al., 2018; Gow et
al., 2022).

O tratamento da leishmaniose pode ser bastante desafiador, devendo ser
adaptado individualmente ao paciente e com base na apresentacao clinica,
hospedeiro e tipo de espécie (Mann et al., 2021). Os antimoniais pentavalentes
sao os farmacos mais amplamente utilizados no tratamento da leishmaniose,
embora sua eficacia varie entre as formas visceral e cutdnea da doencga. Esses
compostos podem se acumular nos tecidos, levando a efeitos adversos
significativos, como vomitos, nduseas, anorexia, mialgia, dor abdominal, cefaleia,

artralgia e letargia, e, em casos raros, arritmias cardiacas fatais.
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Atualmente, estdo disponiveis duas formulagdes de antimoniais pentavalentes
no mercado internacional: o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de
sédio, sendo este ultimo indisponivel no Brasil (Brasil, 2017; Croft & Coombs,
2003; WHO, 2010).

A anfotericina B é considerada uma segunda opgao para o tratamento de
leishmaniose quando ocorre a perda de eficacia dos medicamentos antimoniais
ou limitagcOes ao seu uso. O desoxicolato de anfotericina B é normalmente usado
para o tratamento de infecgbes fungicas sistémicas, entretanto, apresenta boa
atividade na destruicao da leishmaniose, com taxas de cura de mais de 97% para
CL e VL, atuando nas formas amastigotas e promastigotas do parasita, por meio
de ligacao preferencial com ésteres presentes na membrana plasmatica
(Anversa et al., 2018; Croft & Olliaro, 2011). As diferentes formulacdes de
anfotericina B, como lipidica, coloidal e lipossomal, foram desenvolvidas para
reduzir os efeitos adversos e melhorar a farmacocinética e a biodisponibilidade.
Estas formulacbes alternativas apresentam menor toxicidade, entretanto,
apresentam limitagdes para uso em paises em desenvolvimento, como alto custo
e demanda de ambientes refrigerados para estoque(Croft & Olliaro, 2011; De
Menezes et al., 2015).

Outro farmaco utilizado € a pentamidina, um derivado sintético da amidina
aplicado via intravenosa ou intramuscular, atuando no DNA da Leishmania,
impedindo sua replicagcdo. Este medicamento é pouco utilizado devido a
resisténcia de algumas cepas do parasito, assim como apresenta alta toxicidade,
podendo desencadear efeitos adversos, como diabetes mellitus, hipoglicemia
grave, hipotensdo, miocardite e toxicidade renal. Atualmente, a pentamidina é
recomendada principalmente quando usada em protocolos terapéuticos
combinados (Jain & Jain, 2013; Santiago et al., 2021; N. Singh et al., 2012).

1.7 Modelos experimentais para estudo da leishmaniose

Um modelo experimental adequado deve ser fundamentado em estudos
prévios que garantam sua precisao e evidenciam suas limitagbes em relacao a
realidade. O uso de modelos experimentais permite a possibilidade de
compreender a fisiologia e patogenia de diversas doencas, sendo imprescindivel

0 respeito aos principios éticos. Assim, os modelos experimentais sdo essenciais
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para aprofundar o entendimento dos fenbmenos naturais (Ferreira et al., 2005).
Muitos aspectos imunolégicos da leishmaniose tém sido estudados em modelos
experimentais in vivo e in vitro, que também sao utilizados na avaliagao de

candidatos a medicamentos e vacinas.

Os modelos in vitro sdo amplamente utilizados para estudo de potencial
de compostos com ac¢ao letal direta sobre o parasita, e para triagem de processos
associados a resposta imune (Gupta & Nishi, 2011). Os sistemas in vitro que
utilizam células linféides de camundongos inoculados com promastigotas de L.
major conseguem reproduzir as respostas observadas in vivo na leishmaniose
murina. Além disso, estudos in vitro que utilizam células mononucleares do
sangue periférico humano estimuladas com Leishmania demonstram resultados
semelhantes aos observados durante a infecgdo in vivo em humanos (Cohen &
Azas, 2021; C. |. De Oliveira et al., 2004). Entretanto, estes modelos ndo replicam
eventos iniciais da infeccdo por Leishmania e apresentam dificuldades para
incluir o metabolismo e capturar interagdes entre diferentes tipos de células nos

ensaios (Tice et al., 2013).

Diversos eventos da resposta imune ao parasito foram estudados em
modelos animais, como camundongos e hamsters, empregados para explicar os
tipos de células, citocinas e mecanismos anti leishmania para o controle de
parasitas (De Moura et al., 2005). Utilizando esse modelo foi descoberto o
esquema de susceptibilidade e resisténcia a leishmaniose, onde camundongos
C57BU/6 apresentaram resisténcia a infeccdo com L. major, pois desenvolvem
uma resposta imune celular do tipo Th1, com producéao de altos niveis de IFN-y
e baixos niveis de IL-4, em contraposicdo a camundongos BALB/c, que exibiram
suscetibilidade a infeccao por L. major, desenvolvendo uma resposta do tipo Th2,
na qual sdo produzidos baixos niveis de IFN-y e altos niveis de IL-4 (Gumy et al.,
2004; Sacks & Noben-Trauth, 2002). O hamster dourado (Mesocricetus auratus)
tem se mostrado util para o estudo da leishmaniose cutdnea causada por
espécies do subgénero Viannia devido a sua susceptibilidade a infeccao, na qual
a inoculacao de promastigotas € capaz de causar doenca evidente, entre um e

dois meses pos-inoculagao. (Rey et al., 1990).

Atualmente, é consenso que tanto modelos experimentais in vivo quanto in

vitro apresentam limitagées quanto a replicagao da biologia humana, pois varios
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fatores influenciam a resisténcia ou suscetibilidade a leishmaniose, incluindo
caracteristicas genéticas do hospedeiro, dos parasitas, diferencas entre espécies
e cepas, além de fatores causais, como tamanho do inéculo e numero de picadas
infecciosas (Dunning, 2009). Nos modelos animais, apesar da conservagao de
alguns loci no genoma, existem diferencgas significativas entre camundongos e
humanos no desenvolvimento do sistema imunologico inato e adaptativo,

ativacao e resposta ao desafio (Mestas & Hughes, 2004).

2. Modelo de Cultura Organotipica de Explante de Pele Humana (hOSEC)

2.1 A pele e sua estrutura

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a
aproximadamente 15% do peso corporal total e abrangendo uma area de
superficie entre 1,5 e 2 m?. Este 6rgao integra diversos sistemas de suporte
fundamentais, incluindo vascularizagao, inervacgao, musculatura,
imunocompeténcia e fungdes endocrinas, desempenhando um papel essencial
na manutencado da homeostase cutédnea e dos seus anexos. Além disso, a pele
exerce multiplas fungées, funcionando como uma interface dinamica entre o meio
interno e o externo, e constitui a primeira linha de defesa do organismo. A pele é
constituida de trés camadas, a mais externa € a epiderme, que ¢é fixada e
sustentada pelo tecido conjuntivo na derme subjacente. Abaixo da derme ha a
hipoderme, que geralmente contém gordura abundante. (JUNQUEIRA, 2017;
Lai-Cheong & McGrath, 2021; Tobin, 2017; WELLER, 2008).

A epiderme desempenha a funcao primordial de proteger a pele contra
ameacas ambientais potencialmente prejudiciais, atuando como uma barreira
fisica, quimica, antimicrobiana e imunologica, tanto inata quanto adaptativa. Sua
estrutura celular € composta por queratinocitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel, que contribuem de maneira integrada para
essas funcoes de defesa e homeostase (Baroni et al., 2012; Wickett & Visscher,
2006; Yousef et al., 2020). A derme é a camada de tecido conjuntivo localizada
entre a epiderme e o tecido subcutaneo, desempenhando fungdes estruturais e
nutricionais para a epiderme. Composta principalmente por colageno e fibras

elasticas, a derme apresenta uma rica vascularizagcao e abriga vasos linfaticos,
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terminagdes nervosas, foliculos pilosos e glandulas. Essa camada é composta
por componentes intersticiais, como fibras colagenas e tecido elastico, e
celulares, como fibroblastos, mastocitos, plasmdcitos, linfécitos, células
dendriticas dérmicas e histiocitos (Baroni et al., 2012; Lai-Cheong & McGrath,
2021; WELLER, 2008).

2.2 Aimunidade da pele

A pele atua como uma barreira essencial contra invasores externos,
utilizando barreiras fisicas, biomoléculas e uma rede de células imunes e nao
imunes residentes. Essas células, incluindo subconjuntos mieloides e linfoides,
mantém a homeostase tecidual e funcionam como sentinelas (Nguyen & Soulika,
2019). Na epiderme, os queratinécitos desempenham um papel ativo no sistema
imunoldgico inato. Eles expressam diversos receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs) e produzem uma ampla gama de citocinas em resposta a
inflamacgao. Essas citocinas sdo fundamentais tanto para a ativacdo de células
imunes residentes quanto para o recrutamento de células imunes para a pele
(Kabashima et al., 2019; Nestle et al., 2009).

As células mieloides da pele, como células de Langerhans, dendriticas
dérmicas, macrofagos, mastocitos e eosindfilos, desempenham papéis
essenciais na resposta imune, produzindo mediadores pro-inflamatoérios que
ativam células vizinhas e recrutam células imunes periféricas. Além disso, essas
células atuam como um elo entre os sistemas imunoldgico inato e adaptativo
(Nguyen & Soulika, 2019).

As células de Langerhans, pertencentes a familia de células dendriticas e
macrofagos, sao fundamentais na resposta imune inata e adaptativa.
Localizadas na epiderme, elas detectam proteinas estranhas e modulam a
resposta imune. Em condi¢cdes normais, promovem a ativagcao de células T
reguladoras, contribuindo para a homeostase. Sendo migratérias, as células de
Langerhans transitam para os linfonodos drenantes da pele, onde induzem
tolerancia ou iniciam respostas imunes adaptativas conforme necessario
(Clayton et al., 2017; Ghigo et al., 2013; Seneschal et al., 2012).

As células dendriticas dérmicas sao apresentadoras de antigenos

altamente eficientes localizadas na derme. Semelhantes as células de
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Langerhans, as células dendriticas dérmicas migram para os linfonodos, onde
desempenham um papel crucial na indugao de respostas imunes adaptativas.
Como principal populagdo imunocompetente da pele, elas monitoram os tecidos
periféricos, promovendo tolerdncia ou iniciando respostas imunes. Ao
reconhecer patdgenos, elas se ativam, amadurecem e migram para oS
linfonodos, desencadeando uma resposta coordenada para eliminar o material
antigénico, atuando como uma linha de frente da defesa imunoldgica cutanea
(Guttman-Yassky et al., 2019; Hain et al., 2019; Toebak et al., 2009).

Os macréfagos desempenham fungdes essenciais tanto na imunidade
inata quanto na adaptativa. Essas células fazem parte de um grupo dindmico que
sofre modificagées fenotipicas, expressando uma variedade de receptores,
moléculas co estimulatérias e citocinas que modulam respostas imunolégicas,
podendo induzir respostas pré-inflamatoérias e anti-inflamatérias. Os macréfagos
residentes atuam na vigilancia tecidual, realizando a deteccdo precoce de
antigenos que penetram o corpo através da derme, com capacidade de migrar
para os linfonodos em resposta a estimulos. A funcédo efetora dos macrofagos
pode ser classificada em dois perfis principais: os macrofagos "M1", que sao proé-
inflamatorios, e os macrofagos "M2", que possuem caracteristicas anti-
inflamatoérias ou pro-reparadoras. Os macrofagos M1 expressam Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e secretam citocinas inflamatérias, como TNF-q, IL-1B e
IL-6. Por outro lado, os macrofagos M2 estao envolvidos em processos pro-
fibréticos, sendo caracterizados pela produgdo de TGF-B (Gordon, 2003; Mills,
2015; Nguyen & Soulika, 2019; Pasparakis et al., 2014).

2.3 Modelo de pele ex vivo

Para investigar critérios dermatolégicos, como a fisiopatologia de
doencas, os processos de cicatrizacdo e a avaliagcdo de farmacos, diversos
modelos experimentais tém sido amplamente utilizados. Entretanto, nas ultimas
décadas, tem havido um aumento na contestacao ética e cientifica ao uso de
animais em pesquisas experimentais. Na década de 1950, Charles Hume,
fundador da Federag&o Universitaria de Bem-Estar Animal, introduziu o conceito
dos "3Rs" (Reducao, Refinamento e Substituicdo). Esse principio visa reduzir o
numero de animais utilizados, minimizar a dor e o desconforto durante os

experimentos e incentivar o desenvolvimento de meétodos alternativos para
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substituir o uso de animais em pesquisas cientificas (Andersen & Winter, 2019;
N. & 1.J., 2012).

O uso de modelos de explantes de pele tem se expandido
significativamente como ferramentas valiosas para o estudo de processos como
a cicatrizacdo de feridas, inflamagbes, doencas autoimunes e ensaios de
triagem. Devido a sua facil obtencao, os explantes de pele apresentam grande
potencial para pesquisas dermatoldgicas (Alencar-Silva et al., 2019, 2023;
Masson-Meyers et al., 2020). Modelos de explante de pele consistem em cultivar
pequenos fragmentos de pele humana saudavel, advindo de cirurgias plasticas,
em meio artificial por meios de culturas especificos que contém nutrientes para
crescimento e proliferacdo, além de condicoes otimas de temperatura e
oxigenagdo, sendo um método de baixo custo e com maior facilidade de
obtencdo. Podem ser de espessura total (epiderme, derme e hipoderme) ou
parcial (epiderme e derme), proveniente de doadores saudaveis (Companjen et
al., 2001; Jacobs et al., 2006; Lebonvallet et al., 2010).

O modelo hOSEC (human organotypic skin explanted culture) apresenta
uma grande aproximacao a pele humana in vivo, configurando-se como um
modelo tridimensional composto integralmente por melandcitos, células de
Langerhans, queratinocitos, fibroblastos dérmicos, glicosaminoglicanos e
colageno. Essa estrutura reproduz de maneira fiel a complexidade da pele
humana, tornando-o ideal para testes laboratoriais. Um dos principais beneficios
desse modelo é sua imunocompeténcia, pela presenca de células imunoldgicas
residentes na pele explantada, o que aumenta sua precisao e a relevancia nas
pesquisas. Essas caracteristicas sao fundamentais para diferencia-lo de outros
modelos tridimensionais (Andrade et al., 2015; Bergers et al., 2016; Frade et al.,
2015; Pérez-Salas et al., 2023).

O modelo hOSEC tem sido amplamente utilizado em diversas pesquisas,
incluindo a avaliacao do perfil de distribuicdo cutanea de farmacos (Leite et al.,
2021), a analise dos danos induzidos por UVB (Khalil, 2018), estudos de
toxicidade e dermatocinética do Ibrutinib (IBR) para o tratamento de melanoma
(Souto-Silva et al., 2024), além de investigacdes sobre migracédo celular,
dermatite de contato alérgica e toxicidade (Jacobs et al., 2004). Os explantes de

pele tém sido um modelo interessante para o estudo de cicatrizag&o de feridas,
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processos inflamatorios, transformacdo maligna, estresse e testes de triagem,
assim apresentando grande potencial em pesquisas dermatoldgicas sobre
respostas teciduais e celulares. Esses estudos destacam a versatilidade e a
utiidade do modelo em uma ampla gama de doencas e processos

dermatoldgicos (Frade et al., 2015; Lebonvallet et al., 2010).
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Il Justificativa

Os avancos na dermatologia tém se beneficiado significativamente dos
estudos realizados com modelos in vitro e animais. Contudo, esses modelos n&o
reproduzem com precisao a fisiologia da pele humana frente a patégenos e
doencas cutaneas. Alternativamente, a epiderme humana reconstruida e os
equivalentes de pele mais complexos tém sido amplamente utilizados para
investigar condicbes dermatoldgicas e a seguranca de novos produtos. No
entanto, esses modelos também apresentam limitagcdes, como a auséncia de
diversos tipos celulares e componentes da matriz extracelular  presentes na
pele nativa. Nesse contexto, o0 modelo de pele humana ex vivo oferece um
ambiente mais proximo das condi¢des in vivo e apresenta um crescente espectro
de aplicagoes (Atwood & Plikus, 2021; Hofmann et al., 2023; Wurbs et al., 2024).

Embora os estudos sobre a imunobiologia da leishmaniose tenham gerado
um consideravel acumulo de conhecimento, ainda ndao se alcancou uma
compreensao completa dos fatores iniciais da interacdo parasito-hospedeiro
responsaveis por controlar e regular o desenvolvimento e a manutencao da
imunidade (Okwor et al., 2012). Diversos sistemas in vitro e in vivo tém sido
empregados em pesquisas sobre Leishmania. Apesar das vantagens desses
modelos experimentais, como o controle genético do parasita e do hospedeiro,
nenhum é capaz de replicar com precisao os resultados da infeccdo humana por
Leishmania sp. (Handman, 2001). Nesse contexto, o modelo de pele humana ex
vivo surge como uma abordagem inovadora e promissora. Evidéncias de
pesquisas em diferentes areas demonstram que esse modelo tem se consolidado
como uma alternativa relevante a substituicdo do uso de animais, oferecendo
resultados satisfatérios e confiaveis (Eberlin et al., 2020). Assim, o
estabelecimento do modelo de pele humana ex vivo (hOSEC) para o estudo das

leishmanioses mostra-se de grande relevancia.
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I Objetivos

1. Objetivo geral

Estabelecer o uso de hOSEC como modelo experimental para o estudo da

infeccdo por Leishmania braziliensis.

2. Objetivos especificos

o

o

o

Avaliar a viabilidade de hOSEC em diferentes tempos de cultivo;
Caracterizar a populagéo de células imunes nas amostras de hOSEC;
Padronizar a infecgdo de hOSEC com Leishmania braziliensis;
Observar a presencga das formas promastigotas e amastigotas no
tecido;

Monitorar a parasitemia ao longo dos dias de cultivo;

Avaliar as alteragOes teciduais e a expressao de citocinas nas

amostras apos a infecgao.
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V. Métodos

1. Cultura Organotipica de Explante de Pele Humana
Os procedimentos deste estudo foram previamente aprovados pelo comité de

ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
(Protocolo n? 30175020.0.0000.5558).

Explantes de pele foram obtidos de pacientes submetidos a abdominoplastia
que assinaram o termo de consentimento. Apos a desinfec¢ao da pele, foram
cortados fragmentos cilindricos de 8 mm de diametro e aproximadamente 5 mm
de profundidade, utilizando um punch dermatoldgico. Os fragmentos foram
posicionados sobre uma grade metalica estéril em placas de 6 pocos, mantendo
a derme em contato com o meio de cultura e a epiderme em contato com o ar. Os
fragmentos foram cultivados em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,;
Gibco®) suplementado com 10% v.v. de soro fetal bovino (SFB) (Nova
Biotecnologia) e 100 U/ml de penicilina/estreptomicina (Gibco®) e incubados a
37°C, 95% de umidade e 5% CO: (LEITE et al., 2021). As trocas de meio de
cultura foram realizadas a cada 2 dias, retirando-se 50% do volume de meio
antigo e adicionando-se o mesmo volume de meio fresco. Os fragmentos foram
cultivados nos tempos experimentais de 0, 1, 3, 5 e 7 dias, exceto nos ensaios
de viabilidade tecidual, em que os fragmentos foram cultivados nos tempos de 0,
7, 14 e 21 dias. O cultivo e coleta para analises subsequentes estao ilustrados

na figura 4.
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Figura 4: Esquema de obtencéao e cultivo dos fragmentos de pele ex vivo.

2. Cultivo de Leishmania braziliensis

Cultivos de formas promastigotas de Leishmania braziliensis (I0CC566),
gentilmente cedidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz em abril de 2024, foram
realizados em meio de cultura Schneider® (Sigma S9895) suplementado com
1% de antibiotico Penicilina-Estreptomicina 100X (Gibco®) e 10% v.v. de SFB, e
mantidos a temperatura ambiente. Os parasitos foram mantidos em cultivo até a
realizacdo dos experimentos de infecgdo, com manutencdo e expansao da
cultura sendo realizada 1 vez por semana. Para acompanhar a proliferacao,
amostras foram coletadas e os parasitos contados utilizando-se uma camara de

Neubauer.

Para congelamento, avaliou-se a viabilidade dos parasitas utilizando um
microscopio o6ptico. Para cada criotubo, foram contadas entre 3 e 6 x 10°
promastigotas. O meio de cultura contendo Leishmania braziliensis foi transferido
para um tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos. Apoés a
centrifugacgao, o sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspendido em 1,5
mL de solugdo de congelamento, composta por 82 uL de PBS 1x, 18 pL de
glicerina e 40 mg de gentamicina, para cada criotubo. A suspensao foi
homogeneizada e, em seguida, transferida para o criotubo. O criotubo foi

mantido inicialmente em um freezer a -20°C por 1 hora.
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Posteriormente, as amostras foram transferidas para armazenamento definitivo

em freezer a -80°C.

3. Avaliacao de contaminagé&o por micoplasma

Para verificagdo da auséncia de contaminagao por bactérias micoplasmas
nos cultivos teciduais e dos parasitos, foi realizado o isolamento de DNA das
amostras, tanto da cultura de parasitas quanto o meio de cultura de hOSEC,
utilizando-se o kit de extragcdo de DNA Mini Spin (Kasvi), de acordo com as
instrugdes do fabricante, o sobrenadante foi lisado, o DNA foi filtrado e lavado
duas vezes, e posteriormente ressuspendido em 30upl de agua RNAfree. A
determinagado absoluta foi realizada através da reagdo em cadeia da DNA
polimerase quantitativa (do inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction,
gPCR) utilizando-se primers direcionados a regiao 16S rRNA, com as seguintes
sequéncias: GPO-3 - 5' GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT 3'e MGSO - %'
TGCACCATCTGTCACTCTGTTACCCTC 3'. Asmcondicbes de amplificacao
foram: 1 min a 60 2C, 5 min a 95 °C e 40 ciclos nas condi¢cdes de 30 seg a 90 °C,
30 seg a 55 2C e 1 min a 70 °C. Para determinacao de positividade da amostra,
foram considerados valores de Ct (cycle threshold) iguais ou menores a 36,
sendo que amostras com Ct acima deste valor ou com resultado indeterminado

foram consideradas negativas. A avaliacao foi realizada mensalmente.

4. Ensaio de metabolizacdo de cloreto de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio
(TTC)

Para avaliar a viabilidade dos modelos hOSEC, foi utilizado um método
colorimétrico de metabolizacao do cloreto de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazélio (TTC). O
ensaio serve como um indicador do estado metabdlico do tecido, distinguindo
partes metabolicamente ativas e inativas (Vostalova et al., 2018). O método de
coloragcdo com TTC identifica células viaveis por meio de uma reagado que
depende de uma cadeia respiratoria funcional e do potencial de membrana
mitocondrial, resultando em coloragdo avermelhada. Células danificadas
permanecem incolores, permitindo a analise quantitativa da viabilidade celular e
tecidual (Schiffner et al., 2017).

Para determinar o tempo maximo de cultivo do explante, foram cultivados

fragmentos em triplicatas técnicas (fragmentos independentes derivados da
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mesma amostra bioldgica, cultivados no mesmo pogo da placa) e biologicas
(amostras derivadas de doadores diferentes) nos tempos experimentais de 0, 7,
14, 21 e 28 dias de cultivo. Apds os determinados periodos de cultivo, os
fragmentos foram processados conforme (Vostalova et al., 2018). Brevemente,
os fragmentos foram transferidos para uma placa de 24 pogos, sendo um
fragmento por pogo. Em seguida, foi adicionado a cada pogo 1 mL de solucao de
TTC a 2% p.v., diluida em meio DMEM sem vermelho de fenol. A placa foi
incubada novamente por 2 horas a 37°C. Apds o tempo de incubagao, os
fragmentos foram lavados com PBS e em seguida foi acrescentado 1TmL de uma
mistura de etanol 70% e solu¢cdo de DMSO (1:1, v/v). A extracado foi realizada
durante a noite, a temperatura ambiente, em agitador de placas protegido da luz.
Posteriormente, amostras de 200 pL foram retiradas de cada pogo e transferidas
para uma placa de 96 pocos, onde a absorbancia foi medida a 485 nm, utilizando-

se o espectrofotometro (Synergy™ HTX).
5. Avaliacdo histolégicada viabilidade tecidual do modelo hOSEC

Apos os diferentes periodos de cultivo, os fragmentos de pele foram
fixados em formol a 10% e armazenados em alcool 70% até o envio ao
laboratério de Patologia para inclusdo em parafina e producdo de cortes
histolégicos. Para tanto, as amostras foram desidratadas em banhos de etanol
de grau crescente de concentragéo e clarificados com xileno antes de serem
incluidos em parafina, seccionados em cortes de 5 pm e corados com
Hematoxilina e Eosina (HE). Imagens dos cortes histologicos foram obtidas

utilizando o microscépio Olympus BX51 (Olympus System Microscopes).

As avaliagdes estruturais dos hOSEC foram realizadas por uma patologista que
desconhecia os grupos experimentais, garantindo imparcialidade nas analises,
conforme descrito por Matarrese et al., 2021. Foram avaliados e quantificados de
maneira semi-quantitativa critérios como: espongiose (edema intercelular),
acantolise, vesiculas, edema, necrose de células da epiderme (intensa eosinofilia
celular), edema Perinuclear (epiderme), edema intranuclear, picnose nuclear,
separacgao jungado dermo-epidérmica/ células Basais ndo conectadas, exocitose
e células inflamatorias na derme. Esses critérios formam julgados de acordo com

0s escores da tabela 1.



Tabela 1. Escore e classificagao dos achados histologicos

Escore Classificacao
0 Ausente
1 Raro
2 Discreto
3 Moderado
4 Intenso

6. Avaliacdo da populacdo de células imunes por meio de imuno-
histoquimica

A etapa de imunodeteccdo foi realizada pelo LIB, laboratorio parceiro do
grupo de pesquisa. Para realizar a imuno-histoquimica (IHQ), os tecidos foram
inicialmente seccionados em cortes finos e desidratados em solugdes de alcool
com concentragao crescente. As amostras foram entdo incubadas em solucao
de bloqueio (1% de albumina sérica bovina) por 10-30 minutos. Em seguida, os
anticorpos citoqueratinas, proteina S-100, CD56, CD138, CD8 e CD68 foram
diluidos na solucéo de bloqueio e as amostras foram incubadas por 1-2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas com PBS
para remover o excesso de anticorpo primario e incubadas com o anticorpo
secundario (conjugado com peroxidase) por 30-60 minutos a temperatura
ambiente. Apds incubacao com a solucéo de substrato cromogénico por alguns
minutos, as amostras foram lavadas com agua para interromper a reagdo. Por
fim, as laminas foram montadas e examinadas por um patologista que

desconhecia os grupos experimentais (Deaver, 1995).

7. Infeccao do modelo hOSEC com L. braziliensis

Primeiramente, verificou-se a viabilidade de formas promastigotas de L.
braziliensis por meio da observacao de sua motilidade apds serem coradas com
azul de tripan 0,4% em solucédo salina tamponada com fosfato (PBS). Depois, foi
feita a concentracdo dos parasitos, por meio de centrifugacao a 2200 G por 15
min e pellet ressuspendido em 1 mL de meio Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI) (Sigma - Aldrich) suplementado com 10% de SFB, e contagem em

camara de Neubauer.

ApOs a contagem de parasitos viaveis, os explantes de pele foram divididos

em grupo controle nao infectado e grupo infectado. A inoculagao intradérmica
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dos fragmentos do grupo infectado foi realizada utilizando-se seringa para
insulina (BD Ultra-Fine 11 0,3 ml 8 x 0,3 mm) com o auxilio de uma agulha com 8

mm de comprimento e 0,30 mm de calibre (30G).

Nas etapas de otimizacdo do protocolo, os hOSEC foram mantidos sem
infecgdo durante o periodo de cultivo (amostras controle), ou infectados com
diferentes cargas parasitarias, especificamente: 10.000, 100.000 ou 1.000.000
parasitas inoculados em cada injecao feita nos fragmentos de pele. Para que os
parasitos se distribuissem por todo o fragmento de pele, 3 inje¢coes foram
realizadas por fragmento, conforme ilustrado na Figura 5. Desta forma, durante
a otimizacdo do protocolo de infecgdo, cada fragmento de pele recebeu 3 x 104,
3 x 105, ou 3 x 107 parasitos no total, sempre em volume de 5 pl. Este método foi
adaptado de de Paula et al., 2024 e Reuter et al., 2023).

Figura 5: llustracdo da infecgdo de hOSEC com Leishmania braziliensis.

Apo6s a padronizacdo e escolha da carga parasitaria total de 3 x 10° parasitos,
esta quantidade de promastigotas foi inoculada em cada hOSEC por meio de 3
injegOes intradérmicas de 5 pl de meio de cultura contendo 10° promastigotas
cada. Os hOSEC controle e infectados foram mantidos em cultura até a
realizagao dos experimentos que ocorreram aos 0 (i.e. 2 hs), 1 (i.e. 24 hs), 3 (i.e.
72 hs), 5 (i.e. 120 hs) e 7 (i.e. 168 hs) dias pos infecgéo.
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A cada troca de meio, o sobrenadante dos hOSEC foi coletado, centrifugado
a 180 G por 5 min, filtrado em filtro de 0,22 pm (Kasvi), e armazenado a -80°C

até utilizacdo para determinagédo da concentracao de citocinas.

Apos os determinados tempos de cultivo pos infecgdo, os hOSEC foram
processados para analises, da seguinte forma: 2 replicatas técnicas (i.e. dois
fragmentos originados do mesmo doador) dedicadas a analises moleculares, 1
replicata dedicado a avaliacao histolégica e analises de microscopia eletrénica

de varredura.

Os fragmentos usados para isolamento de DNA foram cortados em
fragmentos menores com o uso de bisturi e armazenados em RNAlater™
Stabilization Solution (Invitrogen™) a 4°C overnight e posteriormente a -80°C até
processamento subsequente. O fragmento processado para analise histologica
foi fixado e armazenado como descrito previamente. O fragmento utilizado para
analises de microscopia eletrbnica foi incubado inicialmente em 200 pl de
solucdo de Karnovsky (2% de aldeido glutarico; 2% de paraformaldeido; cloreto
de calcio a 1,5 mM em tampao cacodilato a 0,01 M; pH 7,2-7,4) overnight e
posteriormente em 200 pl de tampao cacodilato de sédio [Na (CH3) 2 AsO2 -
3H20] e armazenado a 4°C até visualizagdo em microscopia eletrénica de
varredura (MEV).

Coleta fragmentos e Coleta fragmentos e
Infecgao sobrenadante sobrenadante

i Dia 0+ 2h Dia3 Dia7
Dia0 T Dia1 T Dia5 T

Coleta fragmentos e Coleta fragmentos e Coleta fragmentos e
sobrenadante sobrenadante sobrenadante

Figura 6. Linha do tempo de infecgdo de hOSEC com Leishmania braziliensis e avaliagoes
subsequentes.
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8. Verificacdo da infeccao
a. Extracao de DNA

Para verificagdo e acompanhamento da infeccdo, foi realizado o
isolamento de DNA gendmico das amostras, utilizando-se o kit de extracao de
DNA PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™) e seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. Em resumo, foram utilizados 50 mg de tecido para
a obtencdo do DNA gendmico. As amostras ficaram de quatro a cinco horas no
banho-maria, passaram por duas etapas de lavagem e eluicdo do DNA extraido
em 50 pL de tampéao de eluigdo. Apds as extragoes, foi feita a quantificagdo da
concentragao do DNA por meio de espectrofotometria utilizando o equipamento
NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science) com 3 pL de cada amostra. A
qualidade e a pureza do DNA foram analisadas através da avaliagao da relagao
da absorbéancia da luz UV no comprimento de onda 260/280 nm. Em seguida, o

DNA foi armazenado a -20°C até utilizacdo nas reacdes de gPCR.
b. Avaliacdo da carga parasitaria por meio de qPCR

A determinacdo da carga parasitaria absoluta foi realizada através de
gPCR utilizando iniciadores direcionados a regidao Espacador Transcrito Interno
1 (do inglés, Internal Transcribed Spacer, ITS1) com os primers: LITSR-5
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S-5TGATACCACTTATCGCACTT 3
(Davila & Momen, 2000).

Em cada reacéo, utilizou-se 50 ng de DNA, 0,2 uM de cada iniciador, 10
puL de LuminoCt® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ (Sigma-Aldrich), em um
volume final de 20 pL. As qPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos
(Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), em triplicata, no termociclador
7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems), nas seguintes condi¢oes de
amplificagdo: 2 min a 50 °C, 10 min a 94 °C, seguido de 40 ciclos nas condigbes
de 15sega 94°C, 40 sega 53°C e 10 seg a 72 °C. Em todas as reacoes foram
inclusos 2 controles negativos (amostras sem DNA) e 2 controles positivos (DNA

extraido de culturas de L. braziliensis).

A curva padrao para quantificacdo da carga parasitaria absoluta de
Leishmania sp. foi realizada com diferentes concentragcbes de DNA de
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Leishmania braziliensis em diluicbes seriadas (1:10) para obter amostras
contendo 108 a 10 par./mL. A eficiéncia da curva padrao foi de 97,5% e o R2 de
0,99.

c. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Inicialmente, as amostras foram submetidas a prefixagdo em solucéo de
Karnovsky por um periodo de 24 horas e posteriormente armazenadas em
tampao CaCo a 4°C. Apds essa etapa, realizou-se a criofratura, que consistiu na
infiltracdo das amostras em solugdes de glicerol em tampao cacodilato de sédio
0,1 M. As concentragbes utilizadas foram de 15% de glicerol, incubadas a
temperatura ambiente, seguidas por 30% de glicerol overnight a 4°C.
Posteriormente, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e fraturadas
com laminas, permitindo a separacao dos folhetos das membranas bioldgicas.
ApoOs a criofratura, as amostras passaram por pos-fixagcao em tetroxido de 6smio
a 2% durante 1 hora, realizado em capela quimica. As amostras foram entdo

lavadas duas vezes com agua destilada.

A desidratacdo foi realizada em séries crescentes de acetona, as
concentragdes empregadas foram 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, com cada
etapa durando 15 minutos. Apoés a desidratagdo, as amostras foram submetidas
a secagem no ponto critico utilizando CO,. Nesse processo, o equipamento foi
programado para operar entre 4°C e 37°C, com lavagens em CO, liquido
realizadas trés vezes. O CO, liquido foi entdo evaporado gradualmente com o
aumento da temperatura, minimizando a tensao superficial sobre as amostras.
Em seguida, as amostras foram montadas em suportes metalicos (stubs)
utilizando fita de carbono para assegurar a condugao de elétrons durante a
analise. Finalmente, foi realizada a metalizac&o, aplicando-se uma camada de
10 nm de ouro ou platina na superficie das amostras, proporcionando uma
superficie condutora ideal para observacdao no MEV. Ap6s a preparacao, as
amostras foram analisadas no microscépio eletrbnico de varredura para

obtencao de imagens detalhadas e dados estruturais.
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9. Avaliacao das alteracdes histologicas e presenca dos parasitos apos
a infeccao por L. braziliensis.

ApOs os diferentes periodos de cultivo, os fragmentos de pele foram fixados
em formol a 10% até o envio ao laboratério de Patologia para inclusdo em
parafina e producao de cortes histologicos como descritos no item 4b. O exame
histoldgico foi realizado por um patologista experiente, que classificou o infiltrado
inflamatorio conforme a intensidade e a composicao celular. A analise incluiu a
identificagdo de células mononucleadas, como linfocitos e macrofagos, bem
como a avaliagao da presencga de parasitas tanto extra quanto intracelulares.
Além disso, a viabilidade dos parasitas foi estimada com base em critérios
morfolégicos, como integridade da membrana celular e preservagao do

citoplasma.

10.Avaliagdo da producéao de citocinas em modelo hOSEC infectado por
L. braziliensis

Citocinas pertencentes aos perfis Th1 (INF-y, IL-2, TNF-a) e Th2 (IL-6, IL-4,
IL-10) foram dosadas por citometria de fluxo nas amostras de meio de cultura
condicionado dos hOSEC dos grupos controle e infectado coletadas nos dias
experimentais definidos. Para isso, foi utilizado o kit comercial Cytometric Bead
Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 (BD Bioscience), de acordo com as instrucoes

do fabricante.

Resumidamente, apos o descongelamento das amostras de sobrenadantes
de cultura armazenados em -20°C, 50 puL das amostras foram adicionados a um
tubo eppendorf contendo 10 uL de solucao das beads de captura revestidas com
anticorpos monoclonais especificos para cada citocina. Em seguida, foram
acrescentados 50 pL do reagente de deteccdo, composto por anticorpos
monoclonais especificos para as citocinas a serem testadas, conjugados com
ficoeritrina. Apos incubacao de 3 hs a temperatura ambiente, protegida da luz,
adicionou-se 1 mL de tampao de lavagem a cada amostra, seguido de
centrifugacdo a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em 300 pL de tampao de lavagem. A quantificacdo em
pg/mL de cada citocina foi baseada em uma curva de calibragao realizada com
diluicées conhecidas de cada citocina (0; 20; 40; 80; 156; 312,5; 625; 1250; 2500

e 5000 pg/mL). A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi capturada
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no citbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Flow Cytometer usando o programa DIVA
versdo 7 (BD Bioscience). Os dados de fluorescéncia foram processados usando

o programa FCAP array versao 3 (BD Bioscience).

11.Analises estatisticas

Os dados da analise histologica foram analisados qualitativamente. Os
demais resultados foram analisados quantitativamente. Os dados coletados
foram submetidos a analise de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. e
apresentados como média * desvio padréo (DP) ou erro padrdo. As variaveis
viabilidade, carga parasitaria e viabilidade tecidual foram analisadas por ONE-
WAY ANOVA, ja a andlise de citocinas foi realizada TWO-WAY ANOVA,
posteriormente foram realizados os testes post hoc de Tukey. A significancia

estatistica foi fixada em p<0,05.
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V. Resultados

1. Otimizagéo do cultivo de hOSEC

A cultura de explantes de pele foi previamente descrita pelo grupo de
pesquisa para estudo de permeacao e acao do Ibrutinibe (Alencar-Silva et al.,
2024; Souto-Silva et al., 2024), assim como em estudos do potencial regenerativo
de peptideos (Alencar-Silva et al., 2019, 2023). Neste estudo foram realizados
ajustes para a padronizacédo do uso de hOSEC para infeccdo com Leishmania
braziliensis. As amostras derivaram majoritariamente de pessoas do sexo

feminino e de idade de 35 a 48 anos (Tabela 2).

Tabela 2. Sexo eidade dos doadores

Sexo Idade
Feminino 35
Feminino 56
Feminino 42
Feminino 49
Feminino 48
Feminino 58

A principio, para a cultura de hOSEC, a pele obtida era cortada em
fragmentos de 6 mm de didmetro. Apds testes iniciais, concluiu-se que para a
finalidade deste experimento os fragmentos deveriam ser maiores, assim
viabilizando a infeccdo e analises subsequentes. Diante desta mudanca de
tamanho no fragmento de pele ex vivo (de fragmentos de 6 para 8 mm de
diametro), foram feitos ajustes no volume de meio de cultura adicionado a cada
poco (de 3 ml para 4 ml), assim como a frequéncia de troca de meio, de trés para
um intervalo de 2 dias. Ademais, avaliou-se se seria possivel manter os hOSEC

por periodo superior a 7 dias de cultivo.

As alteragdes de protocolo tornaram necessaria a avaliagao da viabilidade
de hOSEC ao longo do periodo experimental, realizada por meio de avaliagao
histologica e avaliagdo metabolica pelo ensaio de TTC. O TTC é considerado
o melhor teste para esse tipo de avaliagdo, sendo mais adequado e sensivel para

a demonstracdo de danos no tecido de uma forma claramente visual e
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quantitativa, sendo preferivel para testes de viabilidade em vez de outros ensaios
(Vostalova et al., 2018). Os fragmentos foram cultivados durante 21 dias, e sua
viabilidade foi analisada semanalmente. Durante os primeiros 7 dias de cultivo,
a pele ndo perdeu viabilidade metabdlica, ndo apresentando diferenga estatistica
entre os dias 0 e 7. Entretanto, a analise da viabilidade do modelo hOSEC ao
longo dos demais periodos de cultivo revelou uma reducao de 46,47% apos
14 dias, quando comparada ao dia 0 (p < 0,05). Este declinio também foi
observado apés 21 dias de cultivo, quando comparado com os dias 0 e 7, com
uma reducédo média de 54,45% (p<0,05) (Figura 7). Os resultados indicam que,
apesar de o modelo manter caracteristicas metabdlicas nos primeiros dias de
cultura, sua viabilidade comeca a ser comprometida com o passar do tempo,
especialmente apds duas semanas. Desta forma, a avaliagdo da viabilidade
tecidual por meio de avaliagao histologica foi realizada apenas até o sétimo dia

de cultivo.
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Figura 7. Avaliacdo da viabilidade de hOSEC em cultivo. Culturas de explantes de pele
humana foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, durante o periodo de
21 dias. A viabilidade foi avaliada por meio do teste de TTC em intervalos de 7 dias. Os dados
foram analisados por meio de ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey para comparacdes
multiplas. Resultado referente a trés replicatas bioldgicas realizadas em triplicatas técnicas.
*p<0,05.

As analises histolégicas do modelo hOSEC ao longo dos diferentes

periodos de cultivo também revelaram danos celulares progressivos. Em todos
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os periodos avaliados, células inflamatdérias mononucleares foram detectadas de
maneira discreta. Ademais, ndao foram identificadas alteragcbes como edema
intercelular ou lesées celulares, indicando a auséncia dessas lesdes especificas
ao longo de todo o periodo de cultivo . Por outro lado, edema perinuclear na
epiderme foi identificado de forma discreta nos dias 0, 1, 3 e 5 (Figura 8),
intensificando-se para um grau moderado no dia 7 (Figura 8E). Alteracbes
importantes, como a separagao na juncao dermoepidérmica e a desconexao das
células basais, também foram observadas no dia 7 de cultivo (Figura 8F). Estas
avaliacées foram avaliadas de maneira semi-quantitativa, como mostrado na
tabela 3.

Figura 8. Avaliacdo histolégica de hOSEC ao longo de 7 dias de cultivo. Culturas de

explantes de pele humana foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de SFB,

durante o periodo de 7 dias. Os cortes histolégicos foram corados com H/E e registrados
utilizando o microscépio. As alteracbes de edema perinuclear estdo indicadas pelas setas

brancas. Células inflamatérias mononucleares na derme estao apontadas com cabecga de setas
brancas. Dia 0 (A), dia 1 (B), dia 3 (C), dia 5 (D), dia7 (E e F).
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Tabela 3: Classificacdo das observacdes histolégicas de amostras de pele ex vivo em
cultivo durante 7 dias.

Identificacao Dia0 Dia 1l Dia 3 Dia5 Dia7

Espongiose 0 0 0 0 0

(edema

intercelular)

Acantolise 0 0 0 0 0

Vesiculas - 0 0 0 0 0

devido a

ruptura de

desmossomo

s levando a

separacao de

gueratindécitos

Edema 0 0 0 0 0

Necrose de 0 0 0 0 0

células da

epiderme

(intensa

eosinofilia

celular)

Edema 2 2 2 2 3

Perinuclear

(Epiderme)

Edema 0 0 0 0 0

intranuclear

Picnose 0 0 0 0 0

nuclear

Separacao 0 0 0 0 Obs.:

juncéo epiderme

dermo- desprendida

epidérmica/ da derme

Células

Basais nao

conectadas

Exocitose 0 0 0 0 0

Na derme Células Células Células Células Células
inflamatodrias inflamatorias inflamatodrias inflamatorias inflamatorias
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mononucleares mononucleares mononucleares mononucleares mononucleares
discretas discretas discretas discretas discretas

2. Caracterizacdo da populacédo de células imunes nos explantes de
pele

A analise dos explantes de pele cultivados no modelo hOSEC revelou a
presenca de diversas populagdes celulares imunologicamente ativas ao longo
dos diferentes dias experimentais. Foram identificadas células positivas para
marcadores especificos para células de Langerhans (S100+) (Figura 9 A e B),
macrofagos (CD68+) (Figura 9 C e D), e diferentes subtipos de linfécitos T
(CD4+, CD8+) (Figura 9 E e F). Além disso, foram observados plasmdécitos
(CD138+) (Figura 9 G e H), células efetoras da resposta humoral, reforcando a

diversidade imunoldgica presente nos explantes.

A deteccao dessas populacgoes celulares em todos os tempos de cultura
indica que o modelo hOSEC mantém a integridade das células imunes residentes
da pele, preservando sua distribuicdo ao longo do tempo. A presenca de células
apresentadoras de antigeno, como células de Langerhans e macrofagos, sugere
que o modelo pode fornecer uma plataforma confidvel para a investigagdo da
ativacdo imune cutdnea. Da mesma forma, a identificagdo de linfécitos T auxilia

na compreensao das respostas imunoldgicas adaptativas nesse sistema.
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Figura 9. Corte histolégico de hOSEC para imuno-histoquimica. Laminas histolégicas de
hOSEC marcadas com S100 (A e B), CD68 (C e D), CD4 e CD8 (E e F) e CD138 (G e H). As
setas azuis indicam a presencas das células imunes. As imagens sao representativas de
amostras derivadas de 3 pacientes diferentes.

3. Padronizacdo da carga parasitaria injetada no modelo hOSEC

A padronizagao da carga parasitaria injetada no modelo de pele ex vivo foi
inicialmente testada com a carga de 3 x 107 parasitas (Figura 10). No entanto, foi
observada uma quantidade excessiva de parasitas no ambiente extracelular nos

primeiros dias de cultivo (Fig 10A), resultando em uma sobrecarga no tecido
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e extrapolando os limites desejados para a analise. Nos dias 5 e 7 de cultivo
também foram verificadas muitas formas extracelulares nos tecidos, ndo sendo
notadas formas amastigotas intracelulares, além de uma reducao na viabilidade
dos parasitas, de acordo com critérios qualitativos de avaliacdo histoldgica,

realizada por patologista (Fig 10 B e C).

Diante disso, optou-se por reduzir a carga parasitaria para 3 x 105 parasitas,
a fim de garantir a reproducdo do parasita no tecido sem causar danos
excessivos, permitindo uma avaliagdo mais controlada da interagdo parasita-
hospedeiro e do ciclo de infecgcdo sem comprometer a integridade do modelo

experimental (Figura 11).
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Figura 10. Corte histolégico de hOSEC corado com hematoxilina e eosina (HE) infectados
com 107 de L.braziliensis. Lamina histologica do dia 0 (A), dia 5 (B) e dia 7 (C) de cultivo de
hOSEC infectado com 107 de L. braziliensis. As setas pretas indicam possiveis formas
promastigotas e as setas azuis as fibras de colageno .
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Figura 11. Corte histolégico de hOSEC corado com hematoxilina e eosina (HE) infectados
com 10° de L. braziliensis. La4mina histoldgica do Dia 0 de cultivo de hOSEC infectada com
3x10% de L. braziliensis. As setas pretas indicam possiveis formas promastigotas.

4. Avaliacao da presenca de L. braziliensis em hOSEC por meio de
microscopia eletronica de varredura

A presenca dos parasitos nos hOSEC também foi confirmada por meio de
microscopia eletrénica de varredura das amostras de pele ex vivo infectadas com
L. braziliensis. Nesta analise, foi possivel notar aspectos importantes do
comportamento do parasita e da interagcdo com o tecido hospedeiro ao longo dos
diferentes periodos de cultivo. Nos dias 0 e 1 de cultivo, foi possivel observar
predominantemente formas promastigotas do parasita aderidas a superficie das
células da pele (Figura 12). No entanto, no dia 3 de cultivo, observou-se a
presenca de formas amastigotas, caracterizando a transformacao morfoloégica do

parasita no ambiente ex vivo (Figura 13).

Nas amostras coradas com azul de toluidina, que foram posteriormente
processadas para a microscopia eletrénica de varredura, foi possivel visualizar

formas amastigotas intracelulares (Figura 14).

Esses achados sugerem tanto o potencial fagocitico das células presentes na
pele, como macrofagos e outras células imunes residentes, quanto a capacidade
adaptativa do parasita de alternar entre formas promastigotas e amastigotas,

essencial para a sobrevivéncia e progressao da infecgao.
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Esses resultados reforcam a relevancia do modelo de pele humana ex vivo
no estudo da biologia de Leishmania braziliensis e de suas interagcbes com o

hospedeiro.

— ilpm LM — ipm LM
15.0kV SEI SEM WD 15.1mm 10:29:39 15.0kV SEI SEM WD 14.0mm 11:08:17

15.0kV SEI SEM

15.0kV SEI

Figura 12. Microscopia eletrdbnica de varredura mostrando Leishmania braziliensis
presentes em hOSEC infectados no dia 0 de cultivo. hOSEC foram infectadas com 3 x 10°
parasitas e cultivadas por 2 hs, até o processamento para microscopia eletrénica de varredura.
Micrografias eletrénicas mostrando as formas alongadas das promastigotas (seta azul) com um
pequeno flagelo livre (seta branca) no dia 0 de cultura. As imagens sao representativas de
amostras derivadas de 3 pacientes diferentes.
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lpm  IMM
15.0kV SEI 3 X 13,000 15.0KV SEI SEM WD 12.6mm 1:22:58

— 1pm LM
15.0kV SEI SEM WD 12.7mm 1:34:04 5 15.0kV SEI SEM WD 15.8mm

Figura 13. Microscopia eletrdbnica de varredura mostrando Leishmania braziliensis
presente em hOSEC infectado no dia 3 de cultivo. hOSEC foram infectadas com 3 x 10°
parasitas e cultivadas por 3 dias, até o processamento para microscopia eletronica de varredura.
Micrografias eletrbnicas mostrando as formas arredondadas amastigotas no dia 3 de cultura (seta
azul). As imagens sdo representativas de amostras derivadas de 3 pacientes diferentes.
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Figura 14. Corte histoldgico de hOSEC corado com azul de toluidina e infectados com
10°de L. braziliensis. Lamina histoldgica do Dia 03 de cultivo de hOSEC infectada com 10° de
L. braziliensis. As setas pretas indicam possiveis formas promastigotas intracelulares.

5. Avaliacédo histologica da presenca de L. braziliensis em hOSEC e

alteracdes teciduais pos-infecgéo

No dia 0 (Figura 15 A e B), a epiderme dos fragmentos apresentava-se
recoberta por uma camada de queratina com espessura e estratificacdo dos
queratinécitos dentro do padréao esperado. A camada basal contém melandcitos
e células de citoplasma amplo que se estendiam até a camada média da
epiderme, possivelmente células de Langerhans. Na camada papilar,
observavam-se vasos capilares de pequeno calibre circundados por estroma
frouxo e células mononucleares. Além disso, na derme, havia dissociacao
edematosa dos feixes de colageno e estruturas arredondadas sugestivas de
Leishmania braziliensis (setas pretas), bem como vasos capilares dilatados e
leve infiltrado de células mononucleares organizadas em manguitos leucocitarios

perivasculares (setas vermelhas). Algumas dessas células apresentavam

63



escassez de citoplasma, enquanto outras exibiam citoplasma mais abundante,

compativel com linfocitos e mondcitos.

No dia 3 (Figura 15 C), verificou-se um aumento significativo da quantidade
de formas arredondadas de amastigotas, associado a intensa dilatagcdo dos
vasos capilares e infiltrado expressivo de células mononucleares, com
caracteristicas morfologicas predominantemente de linfocitos. Além disso,
observou-se dissociagdo edematosa do estroma ao redor dos vasos, sugerindo

que esse periodo corresponde ao pico da resposta imune a infec¢ao.

No dia 5 (Figura 15 D), foi possivel notar a persisténcia do edema,
acompanhada por uma redugcdo no numero de parasitas e 0 aumento da
presenca de células inflamatérias migrando para o local da infec¢édo. Ja no dia 7
(Figura 15E), a derme demonstrou uma diminuicdo da area afetada em
comparacao aos dias anteriores, com reduc¢ao do calibre dos vasos capilares e
um leve infiltrado inflamatério composto por células mononucleares. Além disso,
foram observadas apenas formas amastigotas de Leishmania braziliensis
ocasionais, indicando uma reducdo da carga parasitaria ao longo do

experimento.
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Figura 15. Corte histolégico de hOSEC infectado com L. braziliensis corado com

hematoxilina e eosina (HE). As amostras de hOSEC foram infectadas e processadas nos dias
0 (A) (B), 3(C), 5 (D) e 7(E) de cultivo. As setas pretas indicam a presenca do parasita no tecido
e as setas vermelhas indicam células imunes mononucleadas que migraram para o local da

infeccdo. As imagens sao representativas de amostras derivadas de 3 pacientes diferentes.

6. Avaliacdo da carga parasitaria ao longo de 7 dias de cultivo

Paralelamente a verificacdo da presenca de parasitos nos hOSEC de
maneira qualitativa, foi realizada a quantificagdo de parasitos, por meio da
determinagdo da carga parasitaria utilizando-se qPCR. Os resultados obtidos
indicaram uma reducgdo progressiva na quantidade de parasitas ao longo do
tempo. A partir do quinto dia de infecgdo, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao dia 0 (p < 0,05), com uma diminuigao
consistente na carga parasitaria (3,2+/-0,89). Ja no dia 7, também ocorreu uma
diminuicdo na quantidade total de parasitas presentes nos explantes em
comparacgao ao dia 0 (2,77+/-0,04) (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Carga parasitariade L. braziliensis. hOSEC foram infectados com 3 x 10° parasitos
por fragmento e cultivados. N os dias 0 (+2 horas), 1, 3, 5 e 7, foram coletados para extragao
de DNA e realizacdo da PCR para determinagéo da carga parasitaria por meio do gene ITS. Os
dados foram analisados por meio de ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey para
comparacdes multiplas. Resultado referente a trés replicatas biolégicas. *p<0,05.

7. Avaliacdo da producéo de citocinas por hOSEC infectado com L.
braziliensis

A producdo de citocinas no meio condicionado das peles cultivadas foi
monitorada ao longo do periodo de cultivo (Fig. 17). As citocinas avaliadas foram
IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-4 e representam os perfis Th1 e Th2. Os
resultados demonstraram que houve aumento estatisticamente significativo da
producdo de IL-2 nas amostras, ao longo do tempo, indicando uma variagao
temporal na sua producdo. Observou-se ainda tendéncia de aumento
progressivo da producao de IL-10, IL-4 e TNF-a ao longo dos 7 dias de cultivo,
porém, sem significancia estatistica. Por outro lado, a producédo de IFN-y se

manteve constante ao longo do periodo de observacao.

Comparando-se a producdo de citocinas entre amostras infectadas e nao
infectadas, nao se observou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais em relagdo a producao de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-4 em

nenhum dos tempos analisados.

Para a citocina IL-2, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa

entre 0s grupos no sétimo dia de cultivo, com maior concentragdo no grupo
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controle em comparac¢ao ao grupo infectado (p < 0,05). Dentro do grupo controle,
houve um aumento nos niveis de IL-2 com diferenca estatisticamente
significativa entre os dias0e 3,0e 7, 1e 7 e osdias5e 7 (p < 0,05). No grupo

infectado, ocorreu aumento entre os dias 0 e 3, e diminuigdo entre os dias 3 e 5
(p <0,05).

A quantificacdo das citocinas ao longo do tempo permitiu uma avaliagcao
detalhada do comportamento dessas moléculas inflamatdrias nos meios
condicionados. Os dados evidenciam a viabilidade dos hOSEC e a dinamicidade
de seu metabolismo quando em cultura e sugerem que a producao de IL-2 foi
modulada pela infeccdo por L. braziliensis, enquanto as outras citocinas

analisadas mantiveram niveis semelhantes entre os grupos controle e infectado.
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Figura 17. Quantificac&o de citocinas em amostras de hOSEC controle ou infectados
por L. braziliensis. hOSEC foram infectados com 3 x 105 parasitos por fragmento e cultivados.
Nos dias 0 (+2 horas), 1, 3, 5 e 7, o meio condicionado das culturas foi coletado e processado
para a determinacdo da concentracdo de IL-10, IL-4, IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6 (Unidade:
picograma/mL). Os valores sao representados como média *+ desvio-padrao. Os dados foram
analisados por meio de ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas.
Resultado referente a trés replicatas bioldgicas. *p<0,05.
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VI. Discusséao

As leishmanioses constituem um grupo de doengas que afetam
predominantemente populagdes negligenciadas em nivel global. Apesar de sua
importédncia para a saude publica, ainda existem diversas lacunas no
conhecimento sobre a imunobiologia da doenca. As manifestagdes clinicas
variam de acordo com multiplos fatores, incluindo a espécie e a cepa do parasita,
além das respostas imunolégicas do hospedeiro, que séao influenciadas por
fatores genéticos e ambientais. A ampla diversidade ecoldgica e genética entre
as populagcdes humanas expostas ao parasita dificulta uma compreensao
definitiva dos parametros que determinam resisténcia e controle da infecgédo em
humanos. Além disso, os dados imunoldgicos disponiveis s&do limitados, e os
eventos iniciais da infeccdo por Leishmania em humanos, cruciais para a
progressdo e o desfecho da doenca, permanecem em grande parte
desconhecidos (Costa-Da-silva et al., 2022; EImahallawy et al., 2021; Okwor et
al., 2009).

Diversos aspectos imunoldgicos da leishmaniose foram investigados em
modelos experimentais utilizando modelos animais como camundongos,
hamsters, cdes domésticos e primatas ndo humanos. Embora esses modelos
apresentem a vantagem de permitir o controle genético tanto do parasita quanto
do hospedeiro, nenhum deles consegue reproduzir integralmente a resposta
imunoldgica e os desfechos da infeccdo humana por Leishmania spp (Handman,
2001; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014a).

Modelos murinos, por exemplo, sdo  amplamente utilizados para esse
tipo de estudo. Porém, as espécies de Leishmania do subgénero Viannia
demonstram baixa infectividade em camundongos, devido a dificuldade em
induzir, de forma reprodutivel, lesdes cutaneas mensuraveis e sustentadas
nesses animais (Espitia et al., 2010; Martinez et al., 1991; Osorio et al., 2003;
Travi et al., 2002). Essas e outras diferencas significativas entre camundongos e
humanos influenciam o desenvolvimento e funcionamento do sistema
imunoldgico, a ativacao celular e a resposta a desafios imunologicos, tanto na
imunidade inata quanto na adaptativa. A organizacao distinta dos sistemas
imunologicos dessas espécies influencia ainda a maneira como respondem a

patoégenos, tornando a transposi¢ao direta de achados em camundongos para
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humanos um desafio. Além disso, a ativagdo de células imunes apresenta
variagdes relevantes, sendo que, em humanos, vias relacionadas a fagocitose e
a sinalizacao por receptores como os TLRs sdo mais ativadas em comparagao
aos camundongos, nos quais essas vias podem ser menos responsivas (Mestas
& Hughes, 2004; Raberg et al., 2007; Zschaler et al., 2014).

Outro modelo utilizado para pesquisa em leishmaniose € o modelo do
hamster sirio. Ele apresenta similaridades com a resposta imune humana a
infeccbes causadas por Leishmania do subgénero Viannia, caracterizando-se
pela persisténcia prolongada do parasita, disseminacdo para linfonodos
drenantes e tecidos distantes, além da indugdo de um perfil imunoldgico misto
Th1/Th2, semelhante ao observado em humanos. No entanto, a auséncia de
linhagens consanguineas geneticamente homogéneas, aliada a limitacao de
ferramentas imunologicas e moleculares, bem como a escassez de sistemas de
manipulacdo genética especificos para hamsters, restringiu seu uso na
investigacao das vias imunoldgicas do hospedeiro envolvidas na patogénese e
imunidade (Jiménez-Antdn et al., 2019; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez,
2014a; Saini & Rai, 2020).

Os primatas ndo humanos sao modelos valiosos para pesquisa devido as
suas semelhancas com os humanos em termos de anatomia, imunologia e
fisiologia. Essa proximidade filogenética os torna modelos relevantes para a
avaliacdo da patogenicidade de doencgas infecciosas, bem como para o
desenvolvimento de vacinas e terapias medicamentosas (André et al., 2020;
Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014b). Algumas espécies de primatas nao
humanos tém sido utilizadas como modelos para o estudo da infeccdo por
Leishmania major e Leishmania braziliensis, pois, assim como ocorre em
individuos infectados, apresentam ulceracdes cutaneas localizadas e podem
desenvolver cura espontanea apos infeccao experimental (Amaral et al., 2000;
Probst et al., 2001; Souza-Lemos et al., 2008). Embora esse modelo possa
reproduzir de forma mais fiel a infeccédo por leishmaniose em humanos, seu uso
na pesquisa médica é limitado por questdes éticas e custos elevados (Loria-

Cervera & Andrade-Narvaez, 2014a).

Diante do desafio em se obter modelos animais relevantes e acessiveis,

lacunas sobre a imunologia da leishmaniose permanecem. Neste cenario, o
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presente trabalho propds o uso de modelos de cultura de pele humana ex vivo
para melhor compreensao dos momentos iniciais da infec¢ao por L. braziliensis,
sendo a primeira vez que este modelo experimental € descrito para esta

finalidade.

O modelo hOSEC representa um modelo experimental de abordagem ex vivo
que se assemelha ao maximo ao ambiente in vivo da pele humana, consistindo
inteiramente de melandcitos, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e
células imunes residentes, como células de Langerhans, além da matriz
extracelular (Frade et al., 2015). O uso de modelos experimentais baseados em
explantes da pele tem se expandido e se consolidado como uma abordagem
promissora para o estudo da cicatrizacdo de feridas, e dos processos
inflamatorios, dentre outros (Hofmann et al., 2023; Wilkinson et al., 2021). Os
explantes de pele apresentam facil obtencdo, simplicidade ética e elevado
potencial para pesquisas dermatoldgicas, permitindo a analise das respostas
teciduais e celulares a partir de fragmentos de tecido que seriam descartados. O
modelo hOSEC é capaz de reproduzir condigées observadas in vivo, mantendo
temporariamente a viabilidade do tecido por meio de um meio de cultura que
fornece os nutrientes necessarios para sustentar o metabolismo celular. Sua
principal vantagem é a preservacao do estrato corneo e a manutengao de todos
os tipos celulares presentes na pele, em sua densidade e distribui¢ao originais.
Além disso, a manutencdo do hOSEC na interface ar-liquido possibilita
investigacdes sobre a aplicacdo e permeacao de produtos topicos acabados e
de aplicacao transdérmica (Frade et al., 2015; Lebonvallet et al., 2010; Leite et
al., 2021; Masson-Meyers et al., 2020).

A fim de determinar o tempo maximo de cultivo de hOSEC, neste trabalho
foram testados cultivos de até 21 dias. O cultivo de explantes de pele ja foi
descrito em diferentes tempos, sendo que alguns autores demonstraram que a
pele mantém sua arquitetura natural por 14 dias. Pontualmente, é possivel
encontrar na literatura trabalhos relatando culturas bem-sucedidas de hOSEC
por 60 e 75 dias (de Paula et al., 2024; Frade et al., 2015). Entretanto, estes
estudos nao aplicaram os mesmos parametros de viabilidade tecidual no
presente trabalho, sendo analisados apenas alteracoes histolégicas e deteccao

de células basais da epiderme, estrato cérneo e queratinécitos proliferativos por
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imuno-histoquimica. Também foi observado que a pele manteve sua arquitetura
natural até o 72 dia, sendo que  nos tempos de cultivo subsequentes, houve
uma diminuicdo progressiva no numero de camadas de queratindcitos, a
epiderme se apresentou mais retificada e a espessura da camada cornea

aumentou.

No presente trabalho, foi possivel manter os fragmentos de pele em cultivo
por 7 dias, com a viabilidade metabdlica preservada e morfologia muito proxima
a pele nos tempos iniciais de cultivo, com conservagéo das jungdes dérmicas e
nao observagcdo de edema intercelular ou lesdes celulares. Nossos achados
estdo em consonancia com a literatura, que reporta de maneira consistente a
preservacao funcional e estrutural da pele humana cultivada em diferentes
plataformas, desde que mantida em condi¢cées adequadas de meio de cultivo,
temperatura e oxigenacao similares as do organismo humano por este periodo.
Dessa forma, o modelo hOSEC é capaz de atender as exigéncias de um sistema
experimental robusto, permitindo observagdes e intervengdes de forma
reprodutivel e biologicamente relevante (Andrade et al., 2015; Danso et al., 2015;
Xu et al., 2012).

A pele desempenha um papel essencial na prote¢cdo do hospedeiro contra a
invasao de agentes externos, atuando por meio de barreiras fisicas, biomoléculas
e uma rede complexa de células imunes e células residentes. Em condi¢oes
homeostaticas, as células imunes residentes contribuem para a manutencéao das
funcdes fisiologicas da pele. Queratindcitos e melandcitos também atuam na
resposta imune local, liberando citocinas que modulam processos inflamatérios.
Dessa forma, a pele se configura como um érgao imunologicamente dinamico,
capaz de detectar e responder a estimulos infecciosos e ndo infecciosos por meio
de mecanismos de imunidade inata e adaptativa (Nestle et al., 2009; Nguyen &
Soulika, 2019; Ono & Kabashima, 2016; Quaresma, 2019).

Os achados deste estudo demonstram a presenca de células imunes nos
hOSEC, incluindo macréfagos, células de Langerhans e linfécitos T,
evidenciando a viabilidade desse modelo para investigacoes sobre a resposta
imune cutdnea. A identificacdo de macréfagos, células especializadas na

fagocitose e na modulagcédo da inflamacéao, reforca a capacidade do tecido em
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manter mecanismos inatos de defesa e sua relevancia para a investigacao de
processos imunobiolégicos no contexto de infeccbes cutaneas. Da mesma
forma, a deteccdo de células de Langerhans, fundamentais na captura,
processamento e apresentacdo de antigenos, indica a manutengao do potencial
imunomodulador da pele mantida ex vivo. Além disso, a presenca de linfocitos T
sugere a preservagao de componentes da resposta imune adaptativa, essencial
para a vigilancia imunoldgica e a resposta inflamatoria especifica. Esses achados
ressaltam que os explantes de pele humana constituem um modelo experimental
relevante para estudos sobre a dindmica celular do sistema imune cutaneo,
permitindo a investigacao de mecanismos de inflamacao e resposta imune frente

a infeccao por L. braziliensis.

Em algumas amostras de hOSEC, observou-se discretos infiltrados
inflamatérios ja no dia 0 de cultura, e nas amostras n&o infectadas. Em se
tratando de amostras derivadas de pacientes de cirurgias estéticas eletivas, é
relevante mencionar que € possivel que algumas amostras ja estivessem
passando por processos inflamatérios diversos e além do nosso controle.
Ademais, nao foi possivel coletar informagdes acerca de detalhes clinicos dos
pacientes, além da idade e sexo biolégico. Sendo estes processos discretos e
eventuais, consideramos esta limitagdo como sendo caracteristica intrinseca das
pesquisas com hOSEC. Ainda assim, em futuros estudos, considera-se relevante
ampliar as informacgdes coletadas acerca da saude e estilo de vida dos doadores

de amostras biologicas utilizadas para pesquisa.

Neste estudo, o modelo hOSEC foi utilizado pela primeira vez para
investigacdo de infecgdes iniciais pelo protozoario L. braziliensis. Em infecgoes
naturais, o numero de parasitos inoculados pelo vetor na derme do hospedeiro é
amplamente variavel, sendo detectados de 10 a 100.000 parasitos na pele apos
inoculagao. Entre as variaveis responsaveis por tamanha variagéo, esta a carga
parasitaria no vetor, porém €& possivel que outros fatores estejam associados
(Kimblin et al., 2008).

Diante da auséncia de dados prévios sobre a leishmaniose cutanea neste
modelo, foi realizada a padronizacdo do inéculo. Diferentes concentracdes

parasitarias foram testadas a fim de identificar a mais adequada para a infec¢ao
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do tecido. Na literatura, o modelo ex vivo ja foi empregado para o estudo da
infeccado por Herpes simplex virus 1 e Mycobacterium leprae, com esses estudos
indicando que indculos entre 10 e 10° microrganismos apresentam melhor
desempenho na infec¢ao do tecido (Corzo-Ledn et al., 2019; De La Cruz et al.,
2021; de Paula et al.,, 2024). Mais recentemente, investigou-se também a
infeccdo de equivalentes de pele humana com o trypanosomatideo T. brucei, na
carga de 2,5 x 104 parasitos (Reuter et al., 2023). Nestes estudos, além da
concentragdo parasitaria, foi padronizado o volume de indéculo a ser
administrado, variando entre 5 e 25 pL. Estes parametros influenciam
diretamente a replicacdo e a disseminagcao do patdogeno no tecido, sendo
utilizados como base em nossos experimentos de infec¢do com Leishmania spp.
Em nossos experimentos-piloto, decidimos iniciar a avaliagdo das infec¢des de
hOSEC com um indculo significativamente maior: 3 x 107 parasitos em um
volume aproximado de 10 p L por inéculo (total de 3 indculos de 1 x 107 em
cada hOSEC). Nossos achados indicaram um excesso de parasitos
extracelulares nos periodos apos infeccdo, com poucos representantes
intracelulares. Desta forma, seguimos diminuindo a carga parasitaria até definir
que as inoculagbes seriam realizadas com 3 x 105 parasitos por hOSEC, e
volume de 5 pL por inoculacdo. Com esta carga parasitaria, observamos maior
numero de parasitos intracelulares, e menor nimero de parasitos sem viabilidade
nas avaliacbes histolégicas. Ainda assim, observou-se grande numero de

parasitos no ambiente extracelular.

Além disso, avaliando-se a carga parasitaria ao longo dos dias de cultivo dos
hOSEC, observou-se continua diminuicdo do numero de parasitos nos tecidos.
Uma vez que os parasitos foram inoculados na derme e que os hOSEC foram
mantidos em cultura com a derme em contato com o meio de cultura, é possivel
que parasitos tenham abandonado o tecido. Ademais, considerando que o0s
parasitos foram cultivados em meio Schneider para insetos até o momento da
inoculacao e que os hOSEC foram cultivados em meio DMEM, é possivel que a
reducdo da carga parasitaria seja resultado também da reducgéo da viabilidade
dos parasitos frente a troca subita de meio de cultura. A manutencao in vitro de
parasitas do género Leishmania € um processo complexo que envolve multiplas

variaveis. O meio de cultura desempenha um papel fundamental nesse
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processo, fornecendo os nutrientes e 0 suporte necessarios para a
sobrevivéncia, proliferacao e funcionalidade do parasito, impactando diretamente
os resultados experimentais (de Oliveira Filho et al., 2024; Visvesvara & Garcia,
2002; Yao & Asayama, 2017). Os parasitas do género Leishmania sé&o
comumente mantidos in vitro na forma de promastigotas, utilizando-se meios
liguidos, como RPMI 1640, meio de inseto de Schneider e DMEM,
suplementados com antibidticos e soros de origem animal (S. Bahrami et al.,
2011; Cattaneo et al.,, 2024; Paiva & Careta, 2019). Esses componentes
fornecem nutrientes essenciais que nao estdo presentes em meios
convencionais, permitindo o crescimento em altas densidades celulares e
possibilitando a escalabilidade da cultura. Entre os meios utilizados, o DMEM é
amplamente empregado para a manutencao rotineira desses parasitas em
cultura (de Oliveira Filho et al., 2024; Kropf et al., 2010), portanto, hipotetiza-se
que a mudanga de meio de cultura ndo seja um importante influenciador nos
achados de carga parasitaria. Porém, as hipoteses levantadas precisam ser

testadas experimentalmente.

A resposta da pele aos parasitos também pode constituir um elemento que
contribuiu para a reducao da carga parasitaria, hipotese esta que também carece
de investigacdo experimental. Os resultados obtidos demonstram que a pele,
mesmo sem a presenca de circulacao sistémica, foi capaz de recrutar células
residentes para o local da infecgdo, evidenciando um mecanismo local de
resposta imunoldgica. A presenca de vasos capilares de pequeno calibre
circundados por estroma frouxo e células mononucleares sugere um ambiente
predisposto a interacdes celulares iniciais da resposta imune. A partir do dia 3,
observou-se um aumento expressivo das formas amastigotas do parasita,
acompanhado por dilatacdo vascular e um infiltrado significativo de linfécitos,
sugerindo uma ativagao do sistema imunoldgico inato e adaptativo no local da
infeccdo. Nos dias subsequentes, a redu¢dao do numero de parasitas associada
a persisténcia do edema e a presenga aumentada de células inflamatédrias sugere
gue a pele estava ativamente combatendo a infeccdo. Os achados sugerem que
a pele, mesmo isolada da circulagao sistémica, pode desempenhar um papel ativo
na resposta imunoldgica contra Leishmania braziliensis, por meio do

recrutamento de células residentes e da indugdo de mecanismos
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inflamatorios eficazes. A reducao da carga parasitaria ao longo do experimento
reforca a hipétese de que a pele é capaz de coordenar uma resposta imune
eficiente contra a infec¢do, independentemente da presenca de circulagédo
sistémica, sendo um modelo relevante para o estudo das interacoes

imunoldgicas locais em leishmanioses.

Portanto, maiores esforcos de otimizacdo da infeccdo de hOSEC por
Leishmania spp serdo fundamentais para a validacdo do modelo hOSEC no
estudo da resposta imune contra L. braziliensis, permitindo investigagcdes futuras
sobre a permanéncia dos parasitos nos tecidos apos a infec¢éo, a sua viabilidade
apo6s a modificagdo do meio de cultura, além do papel da resposta da pele a

infeccao.

A analise de citocinas realizada nos explantes de pele demonstrou sua
capacidade de liberacao de mediadores no meio de cultivo, em niveis detectaveis
experimentalmente. E importante citar que os altos niveis basais de producéo de
IL-6 por hOSEC ja foi relatado na literatura. Os niveis baixos e estaveis de IFN-g
também ja foram observados, assim como a producao dindmica de TNFa (Jardet
et al., 2020; Neil et al., 2020).

Comparando-se a producdo de citocinas pelas amostras infectadas e
controle, nao foi detectada diferenca estatistica na expressao das citocinas IFN-
y, TNF, IL-10, IL-6 e IL-4. Esses resultados podem estar associados ao fato de
gue queratinocitos, quando danificados, enviam os primeiros sinais chamados
alarminas, secretando moléculas enddgenas que sao consideradas padrdes
moleculares associados a danos reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrbes presentes em células imunes e ndo imunes para
provocar uma resposta imune. A ativacao da via leva a transcricdo de citocinas
pré-inflamatérias como IL-6 e TNF (Frevert et al., 2018; Pérez-Salas et al., 2023).
A pele também apresenta uma subpopulagao de células T CD8+ que se localizam
especificamente na camada basal da epiderme, produzem preferencialmente

IFN-y e exibem alta capacidade citotoxica apos estimulagcao (Cheuk et al., 2017).
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A citocina IL-2 apresentou uma variagdo estatisticamente significativa no
grupo infectado, caracterizada por um aumento expressivo entre os dias 0 e 3,
seguido por uma reducdo entre os dias 3 e 5. Essa modulagao sugere um papel
dinamico da IL-2 na resposta imune inicial a infeccdo. Sabe-se que essa citocina
€ essencial para a ativagao e proliferagao de células T do subconjunto Th1, que,
ao serem estimuladas, promovem a ativacdo de macréfagos parasitados,
potencializando a eliminagcdo de amastigotas intracelulares (Cheuk et al., 2017;
Elmahallawy et al., 2021).

A analise histoldgica realizada no terceiro dia de infec¢gdo evidenciou um
recrutamento significativo de células mononucleadas para o sitio infeccioso.
Esses achados reforcam os resultados obtidos por citometria, sugerindo que a
elevacdo da IL-2 nesse periodo pode estar associada a intensificacdo da
resposta inflamatoria mediada por células do sistema imune inato e adaptativo,
contribuindo para a tentativa do organismo de conter a infecgdo. Porém, nos
periodos subsequentes, possivelmente devido a modulagdo imunoldgica pelos
parasitos, houve diminuicdo na producdo de IL-2, apenas nas amostras

infectadas.

Modelos ex vivo frequentemente proporcionam uma representacao mais fiel
da pele humana, pois preservam sua arquitetura tridimensional e vias de
sinalizacao celular. No entanto, esses modelos carecem da conexao com 6rgaos
linfoides periféricos, que fornecem um suprimento adicional de células imunes.
Como resultado, a resposta imune nesses modelos depende
predominantemente das células imunes residentes, o que pode restringir a

amplitude das respostas imunolégicas (Wang et al., 2023).

Diante dos resultados apresentados e das analises de literatura sobre o
potencial do modelo hOSEC para estudo de doencgas infeciosas, o presente
trabalho demonstrou que € possivel utilizar hOSEC a fim de observar os
momentos iniciais da infecgdo por L. braziliensis em um contexto fisiolégico no
ser humano. Como importantes limitagbes dos dados apresentados estdo o
numero de amostras investigadas, e a impossibilidade de aprofundar as
avaliagdes dos processos celulares que estdo ocorrendo nas amostras. Por
exemplo, a investigagdo molecular de eventos de morte celular do tecido e do

hospedeiro, eventos de polarizagdo macrofagica, e processos de
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amastigogénese dos parasitos, enriqueceriam a presente avaliagdo. De maneira
importante, apesar de extremamente limitado, o uso de triplicatas biolégicas para
o estudo de hOSEC é observado em outros trabalhos publicados (Jardet et al.,
2020; Neil et al., 2020). Portanto, € essencial interpretar os resultados atuais
como um ponto de partida e explorar novas abordagens, ajustes metodoldgicos
ou a ampliagdo do estudo do uso de hOSEC no contexto da leishmaniose

cutanea.
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VIl. Conclusao

Neste estudo, foi padronizado o cultivo do modelo hOSEC por um periodo
de sete dias, demonstrando que os explantes de pele se mantiveram
metabolicamente viaveis e conservaram sua estrutura histolégica ao longo do
experimento. Além disso, a analise dos fragmentos de pele revelou a
presenca de populagdes de células imunes residentes, incluindo macrofagos,
células de Langerhans e linfécitos. Documentou-se uma capacidade de
producao de citocinas dinamica e passivel de ser influenciada pela infec¢ao
parasitaria, evidenciando o potencial do modelo para investigacbes

relacionadas a resposta imunoldgica cutanea e processos infecciosos.

Um dos avancos deste trabalho foi a descricdo inédita da infeccao de
hOSEC com Leishmania braziliensis, sendo esse protocolo padronizado ao
longo do estudo. Observou-se que, apos a injecao de formas promastigotas,
houve a diferenciacao para formas amastigotas dentro dos explantes ao longo
dos dias de cultivo, o que refor¢ca a capacidade do modelo de reproduzir
aspectos da infeccdo in vivo. Além disso, foi possivel detectar um
recrutamento de células imunes para o local da infecg&o, reforcando ainda
mais a aplicabilidade do hOSEC para o estudo da dinamica celular na

infeccdo por L. braziliensis.

Apesar dos avangos apresentados, ainda sado necessarios estudos
adicionais para uma compreensao mais aprofundada da resposta imune
desencadeada nesse sistema e para a otimizacdo do cultivo de hOSEC,
visando aumentar o tempo de observacao e ampliar as possibilidades de
investigacdo. No entanto, os achados deste estudo fornecem informagodes
relevantes sobre a dindmica celular nos estagios iniciais da infec¢ao por L.
braziliensis, trazendo contribuicbes importantes para o0 campo da

imunobiologia da leishmaniose cutanea.

Dessa forma, conclui-se que o modelo experimental hOSEC pode ser
utilizado como uma ferramenta promissora para o estudo dos momentos
iniciais da leishmaniose cutanea, abrindo novas perspectivas para futuras

investigacdes sobre a interag&o entre o parasita e o sistema imune da pele.
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STUDY OF THE INITIAL EVENTS OF HUMAN INFECTION BY Leishmania
braziliensis IN HUMAN SKIN EXPLANTS

Abstract

Background: Leishmaniasis is a vector-borne disease of major public health
significance, caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted
through the bite of Phlebotomine sandflies. Despite advances in studies on the
immunobiology of infection, the initial mechanisms of parasite-host interaction
remain incompletely understood. Although in vitro and in vivo models have been
fundamental in generating new knowledge, none fully replicate human infection.
Ex vivo models, such as human skin explants, preserve the structural and cellular
complexity of the skin, including immune cells, and represent a promising
alternative for these studies.

Methods: This study aimed to standardize the use of human organotypic skin
explant cultures (hOSEC) as an experimental model for studying Leishmania
braziliensis infection. Skin explants obtained from abdominoplasty donors were
cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
antibiotics. Viability was assessed using TTC metabolism assay and histological
analysis. Infection was standardized at 3 x 10° parasites per fragment, inoculated
through three 5 pL injections. Parasite presence was confirmed by histological
examination, scanning electron microscopy, and qPCR. Cytokine production (IL-
10, IL-4, TNF-q, IFN-y, IL-6, IL-2) was quantified using flow cytometry.

Results: hOSEC viability was maintained for seven days. Immune cells were
present in cultured skin samples. The presence of L. braziliensis was confirmed,
showing progressive promastigote-to-amastigote conversion and a gradual
decrease in parasite load over time. Histological analysis showed tissue
alterations in infected samples, including inflammatory infiltration and epithelial
disorganization. Cytokine profiling revealed detectable levels of IL-10, IL-4, TNF-
a, IFN-y, IL-6, and IL-2, with IL-2 downregulation in infected samples by day
seven, suggesting an immunomodulatory effect of L. braziliensis.

Conclusion: The hOSEC model was successfully optimized for L. braziliensis
infection, demonstrating immune competence and potential for studying early
host-parasite interactions in leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, ex vivo model, hOSEC, immune response, cytokines

Background

Leishmaniasis is a neglected tropical disease with high epidemiological
relevance. It is endemic in 92 countries, with Leishmania braziliensis being the
most widely distributed species in the Americas. Mucocutaneous leishmaniasis,



caused by L. braziliensis, results in severe tissue destruction and long-term
morbidity. Over one billion people are at risk of contracting the disease, with
approximately 1.6 million new cases reported annually (WHO, 2020). The
increasing urbanization of vector habitats and environmental changes contribute
to the spread of the disease, complicating efforts for control and treatment
(PAHO, 2020).

The transmission cycle involves phlebotomine sandflies that act as vectors,
transferring Leishmania species to mammalian hosts, including humans. Once in
the host, the parasites invade macrophages, transforming from promastigote to
amastigote form, where they persist intracellularly (Lainson & Rangel, 2005).
Different species of Leishmania lead to distinct clinical manifestations, ranging
from cutaneous ulcers to visceral involvement, depending on host immune
responses and parasite virulence factors (Burza et al., 2018).

Despite advances in research, current in vivo and in vitro models fail to accurately
replicate human infection. Mouse models provide insights into immune responses
but differ significantly from human pathophysiology, particularly regarding
iImmune system interactions (Mestas & Hughes, 2004). While in vitro cell culture
systems offer controlled environments for studying Leishmania behavior, they
lack the complexity of full tissue architecture (Costa-Da-silva et al., 2022). Given
these limitations, ex vivo human skin explants emerge as a promising alternative
for studying early host-pathogen interactions.

hOSEC maintains the structural integrity of the skin, including immune cells,
allowing the evaluation of parasite-host interactions in a more physiologically
relevant context. This study aims to optimize hOSEC as an experimental model
for L. braziliensis infection, focusing on tissue viability, immune cell composition,
infection dynamics, and cytokine responses.

Methods
Human skin explant culture (hOSEC)

Skin explants were obtained from patients undergoing abdominoplasty who
signed the informed consent form. After skin disinfection, cylindrical fragments of
8 mm in diameter and approximately 5 mm in depth were cut using a
dermatological punch. The fragments were placed on a sterile metal grid in six-
well plates, with the dermis in contact with the culture medium and the epidermis
exposed to air. The fragments were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM; Gibco®) supplemented with 10% v/v fetal bovine serum (FBS)
(Nova Biotecnologia) and 100 U/ml penicillin/streptomycin (Gibco®) and
incubated at 37°C, 95% humidity, and 5% CO, (Leite et al., 2021). Culture
medium changes were performed every 2 days by removing 50% of the old
medium volume and adding the same volume of fresh medium. The fragments



were cultured for experimental periods of 0, 1, 3, 5, and 7 days, except for tissue
viability assays, in which the fragments were cultured for 0, 7, 14, and 21 days.

2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride (TTC) metabolization assay

To assess the viability of the hOSEC models, a colorimetric method based on the
metabolism of 2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride (TTC) was used. This
assay serves as an indicator of the metabolic state of the tissue, distinguishing
metabolically active and inactive regions (Vostalova et al., 2018).

The fragments were cultured for experimental periods of 0, 7, 14, 21, and 28
days. After the designated cultivation periods, the fragments were processed as
described by Vostalova et al. (2018). Extraction was performed overnight at room
temperature on a plate shaker protected from light. Subsequently, 200 pL
samples were taken from each well and transferred to a 96-well plate, where
absorbance was measured at 485 nm using a spectrophotometer (Synergy ™
HTX).

Histological evaluation of tissue viability of the hOSEC model

Structural evaluations of hOSEC were carried out by a pathologist who was
blinded to the experimental groups, ensuring impartiality in the analyses, as
described by Matarrese et al. (2021). The following criteria were assessed and
semi-quantitatively quantified: spongiosis (intercellular edema), acantholysis,
vesicles, edema, epidermal cell necrosis (intense cellular eosinophilia),
perinuclear edema (epidermis), intranuclear edema, nuclear pyknosis, dermo-
epidermal junction separation/basal cells not connected, exocytosis, and
inflammatory cells in the dermis.

Assessment of the immune cell population by immunohistochemistry

The immunodetection step was carried out at LIB, a partner laboratory of the
research group. For immunohistochemistry (IHC), the tissues were initially
sectioned into thin slices and dehydrated in alcohol solutions of increasing
concentration. The samples were then incubated in a blocking solution (1%
bovine serum albumin) for 10-30 minutes. Next, cytokeratin, S-100 protein,
CD56, CD138, CD8, and CD68 antibodies were diluted in the blocking solution,
and the samples were incubated for 1-2 hours at room temperature.
Subsequently, the samples were washed with PBS to remove excess primary
antibody and incubated with the secondary antibody (peroxidase-conjugated) for
30-60 minutes at room temperature. After incubation with the chromogenic
substrate solution for a few minutes, the samples were washed with water to stop
the reaction. Finally, the slides were mounted and examined by a pathologist who
was blinded to the experimental groups (Deaver, 1995).



Infection of the hOSEC model with L. braziliensis

First, the viability of promastigotes of L. braziliensis was verified by observing
their mobility after being stained with 0.4% trypan blue in phosphate-buffered
saline (PBS). Then, the parasites were concentrated by centrifugation at 2200 G
for 15 min and the pellet was resuspended in 1 mL of Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI) medium (Sigma - Aldrich) supplemented with 10% FBS and
counted in a Neubauer chamber. After counting viable parasites, the skin
explants were divided into an uninfected control group and an infected group.
Intradermal inoculation of fragments from the infected group was performed using
an insulin syringe (BD Ultra-Fine Il 0.3 ml 8 x 0.3 mm) with the aid of a needle
measuring 8 mm in length and 0.30 mm in gauge (30G). In order for the parasites
to be distributed throughout the skin fragment, 3 injections were performed per
fragment containing 5ul of 1x10° Leishmania braziliensis.

Evaluation of parasite presence by qPCR and Scanning Electron
Microscopy (SEM)

To verify and monitor the infection, genomic DNA was isolated from the samples
using the PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™) and following the
manufacturer's recommendations. The absolute parasite load was determined by
gPCR using primers targeting the Internal Transcribed Spacer 1 (ITS-1) region
with the primers: LITSR-5° CTGGATCATTTTCCGATG 3" and L5.8S-
5 TGATACCACTTATCGCACTT 3 (Davila & Momen, 2000). In each reaction, 50
ng of DNA, 0.2 uM of each primer, 10 pyL of LuminoCt® SYBR® Green qPCR
ReadyMix™ (Sigma-Aldrich) in a final volume of 20 uL were used. gPCRs were
performed in 96-well plates (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), in
triplicate, in the 7500 Real-time PCR System thermocycler (Applied Biosystems),
under the following amplification conditions: 2 min at 50 oC, 10 min at 94 oC,
followed by 40 cycles under the conditions of 15 sec at 94 oC, 40 sec at 53 oC
and 10 sec at 72 oC. In all reactions, 2 negative controls (samples without DNA)
and 2 positive controls (DNA extracted from L. braziliensis cultures) were
included.

The samples were initially pre-fixed in Karnovsky’s solution for 24 hours and
stored in CaCo buffer at 4°C. Cryofracture was then performed by infiltrating the
samples with glycerol solutions in 0.1 M sodium cacodylate buffer, followed by
freezing in liquid nitrogen and fracturing with blades to separate membrane
leaflets. Post-fixation was carried out in 2% osmium tetroxide, and the samples
were dehydrated in increasing acetone concentrations before undergoing critical
point drying with CO,. They were then mounted on metal stubs using carbon tape
and coated with a 10 nm layer of gold or platinum to ensure conductivity. Finally,
the samples were analyzed using a scanning electron microscope to obtain
detailed structural images.



Evaluation of histological changes and presence of parasites after infection
with L. braziliensis.

After the different culture periods, the skin fragments were fixed in 10% formalin
until they were sent to the Pathology laboratory for paraffin embedding and
production of histological sections. The histological examination was performed
by an experienced pathologist, who classified the inflammatory infiltrate
according to its intensity and cellular composition. The analysis included the
identification of mononuclear cells, such as lymphocytes and macrophages, as
well as the assessment of the presence of both extracellular and intracellular
parasites. In addition, the viability of the parasites was estimated based on
morphological criteria, such as cell membrane integrity and preservation of the
cytoplasm.

Cytokine quantification

Cytokines belonging to the Thl (INF-y, IL-2, TNF-a) and Th2 (IL-6, IL-4, IL-10)
profiles were measured by flow cytometry in samples of conditioned culture
medium from hOSECs in the control and infected groups collected on the defined
experimental days. For this, the commercial Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2/Th1l7 kit (BD Bioscience) was used, according to the
manufacturer's instructions.

Statistical analysis

The data from the histological analysis were analyzed qualitatively. The other
results were analyzed quantitatively. The collected data were subjected to
normality analysis using the Shapiro-Wilk test and presented as mean + standard
deviation (SD) or standard error. The variables viability, parasite load and tissue
viability were analyzed by ONE-WAY ANOVA, while the cytokine analysis was
performed by TWO-WAY ANOVA, and Tukey's post hoc tests were subsequently
performed. Statistical significance was set at p<0.05.

Results
Optimization of hOSEC culture

Skin explant culture was previously described by the research group for the study
of Ibrutinib permeation and action (Alencar-Silva et al., 2019; Souto-Silva et al.,
2024)as well as in studies of the regenerative potential of peptides (Alencar-Silva
et al., 2023). In this study, adjustments were made to standardize the use of
hOSEC for infection with Leishmania braziliensis. The samples were mostly
derived from female individuals aged 35 to 48 years. The fragments were cultured
for 21 days, and their viability was analyzed weekly. During the first 7 days of
culture, the skin did not lose metabolic viability, with no statistical difference



between days 0 and 7. However, analysis of the viability of the hOSEC model
throughout the remaining culture periods revealed a reduction of 46.47% after 14
days, when compared to day 0 (p < 0.05). This decline was also observed after
21 days of culture, when compared to days 0 and 7, with an average reduction of
54.45% (p < 0.05) (Figure 1). The results indicate that, although the model
maintains metabolic characteristics in the first days of culture, its viability begins
to be compromised over time, especially after two weeks. Therefore, the
assessment of tissue viability through histological evaluation was performed only
up to the seventh day of culture.
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Figure 1. Assessment of hOSEC viability in culture. Human skin explant cultures were grown in
DMEM medium supplemented with 10% FBS for 21 days. Viability was assessed by the TTC test
at 7-day intervals. Data was analyzed by ANOVA followed by Tukey's post-hoc test for multiple
comparisons. Results refer to three biological replicates performed in technical triplicates.
*p<0.05.



Histological analyses of the hOSEC model throughout the different culture
periods also revealed progressive cellular damage. In all periods evaluated,
mononuclear inflammatory cells were discretely detected. Furthermore, no
changes such as intercellular edema or cellular lesions were identified, indicating
the absence of these specific lesions throughout the entire culture period. On the
other hand, perinuclear edema in the epidermis was discretely identified on days
0, 1, 3 and 5 (Figure 2), intensifying to a moderate degree on day 7 (Figure 2E).
Important changes, such as separation at the dermoepidermal junction and
disconnection of basal cells, were also observed on day 7 of culture (Figure 2F).

Figure 2. Histological evaluation of hOSEC over 7 days of culture. Human skin explant cultures
were grown in DMEM medium supplemented with 10% FBS for 7 days. Histological sections were
stained with H/E and recorded using a microscope. Perinuclear edema changes are indicated by
white arrows. Mononuclear inflammatory cells in the dermis are pointed out with white

arrowheads. Day 0 (A), day 1 (B), day 3 (C), day 5 (D), day 7 (E and F).

Characterization of the immune cell population in skin explants

The analysis of skin explants cultured in the hOSEC model revealed the presence
of several immunologically active cell populations throughout the different
experimental days. Cells positive for specific markers for Langerhans cells
(S100+) (Figure 3 A and B), macrophages (CD68+) (Figure 3 C and D), and
different subtypes of T lymphocytes (CD4+, CD8+) (Figure 3 E and F) were
identified. In addition, plasma cells (CD138+) (Figure 3 G and H), effector cells of
the humoral response, were observed, reinforcing the immunological diversity
present in the explants. The detection of these cell populations at all culture times
indicates that the hOSEC model maintains the integrity of the skin's resident
immune cells, preserving their distribution over time. The presence of antigen-
presenting cells, such as Langerhans cells and macrophages, suggests that the
model may provide a reliable platform for investigating cutaneous immune



activation. Similarly, the identification of T lymphocytes aids in understanding
adaptive immune responses in this system.

Figure 3. Histological sections of hOSEC for immunohistochemistry. Histological slides of hOSEC
stained with S100 (A and B), CD68 (C and D), CD4 and CD8 (E and F) and CD138 (G and H).
Blue arrows indicate the presence of immune cells. Images are representative of samples derived
from 3 different patients.

Assessment of the presence of L. braziliensis in hOSEC using scanning
electron microscopy

The presence of the parasites in hOSEC was also confirmed using scanning
electron microscopy of ex vivo skin samples infected with L. braziliensis. This
analysis revealed important aspects of the parasite's behavior and interaction
with the host tissue throughout the different culture periods. On days 0 and 1 of



culture, it was possible to observe predominantly promastigote forms of the
parasite attached to the surface of skin cells (Figure 4). However, on day 3 of
culture, the presence of amastigote forms was observed, characterizing the
morphological transformation of the parasite in the ex vivo environment (Figure
5). These findings suggest both the phagocytic potential of cells present in the
skin, such as macrophages and other resident immune cells, and the adaptive
capacity of the parasite to switch between promastigote and amastigote forms,
which is essential for the survival and progression of the infection.
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Figure 4. Scanning electron microscopy showing Leishmania braziliensis present in infected
hOSEC at day 0 of culture. hOSEC were infected with 3 x 105 parasites and cultured for 2 h until
processing for scanning electron microscopy. Electron micrographs showing the elongated forms
of promastigotes (blue arrow) with a small free flagellum (white arrow) at day O of culture. Images
are representative of samples derived from 3 different patients.

=1
15.0KkV _SEI SEM WD 13.9mm 12:01:23 15, SEM WD _13.2mm 12:21:2

Nl

(\) ()

/
5\

t v
\ &

1 lpm LM
X 6,500 15.0kV SEI SEM X 13,000 15.0KV SEI SEM WD 12.6mm 1:22:58

Figure 5. Scanning electron microscopy showing Leishmania braziliensis present in infected
hOSEC on day 3 of culture. hOSEC were infected with 3 x 105 parasites and cultured for 3 days
until processing for scanning electron microscopy. Electron micrographs showing the rounded
amastigotes on day 3 of culture (blue arrow). Images are representative of samples derived from
3 different patients.

Histological evaluation of the presence of L. braziliensis in hOSEC and
post-infection tissue changes

On day 0 (Figure 6 A and B), the epidermis of the fragments was covered by a
layer of keratin with thickness and stratification of keratinocytes within the
expected pattern. The basal layer contained melanocytes and cells with broad
cytoplasm that extended to the middle layer of the epidermis, possibly
Langerhans cells. In the papillary layer, small-caliber capillaries surrounded by
loose stroma and mononuclear cells were observed. Furthermore, in the dermis,
there was edematous dissociation of the collagen bundles and rounded
structures suggestive of Leishmania braziliensis (black arrows), as well as dilated
capillaries and a slight infiltration of mononuclear cells organized in perivascular
leukocyte cuffs (red arrows). Some of these cells showed a lack of cytoplasm,



while others exhibited more abundant cytoplasm, compatible with lymphocytes
and monocytes. On day 3 (Figure 6 C), a significant increase in the number of
rounded amastigotes was observed, associated with intense dilation of capillaries
and a significant infiltrate of mononuclear cells, with morphological characteristics
predominantly of lymphocytes. In addition, edematous dissociation of the stroma
around the vessels was observed, suggesting that this period corresponds to the
peak of the immune response to the infection. On day 5 (Figure 6 D), persistent
edema was observed, accompanied by a reduction in the number of parasites
and an increase in the presence of inflammatory cells migrating to the site of
infection. On day 7 (Figure 6 E), the dermis demonstrated a decrease in the
affected area compared to the previous days, with a reduction in the caliber of
capillaries and a mild inflammatory infiltrate composed of mononuclear cells.
Furthermore, only occasional amastigote forms of Leishmania braziliensis were
observed, indicating a reduction in the parasite load throughout the experiment.




Figure 6. Histological section of hOSEC infected with L. braziliensis stained with hematoxylin and
eosin (HE). The hOSEC samples were infected and processed on days 0 (A) (B), 3 (C), 5 (D) and
7 (E) of culture. Black arrows indicate the presence of the parasite in the tissue and red arrows
indicate mononuclear immune cells that migrated to the site of infection. The images are
representative of samples derived from 3 different patients.

Evaluation of parasite load over 7 days of culture

In parallel with the qualitative verification of the presence of parasites in hOSEC,
parasite quantification was performed by determining the parasite load using
gPCR. The results obtained indicated a progressive reduction in the number of
parasites over time. From the fifth day of infection, a statistically significant
difference was observed in relation to day O (p < 0.05), with a consistent decrease
in the parasite load (3.2 +/- 0.89). On day 7, there was also a decrease in the
total number of parasites present in the explants in comparison to day 0 (2.77 +/-
0.04) (p < 0.05) (Figure 7).
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Figure 7. Parasite load of L. braziliensis. hOSEC were infected with 3 x 105 parasites per
fragment and cultured. On days 0 (+2 hours), 1, 3, 5 and 7, samples were collected for DNA
extraction and PCR to determine the parasite load using the ITS gene. Data were analyzed using



ANOVA followed by Tukey's post-hoc test for multiple comparisons. Results refer to three
biological replicates. *p<0.05.

Evaluation of cytokine production by hOSEC infected with L. braziliensis

Cytokine production in the conditioned medium of the cultured skins was
monitored throughout the culture period (Fig. 8). The cytokines evaluated were
IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 and IL-4 and represent the Th1l and Th2 profiles. The
results demonstrated that there was a statistically significant increase in IL-2
production in the samples over time, indicating a temporal variation in its
production. A tendency for progressive increase in the production of IL-10, IL-4
and TNF-a was also observed over the 7 days of culture, however, without
statistical significance. On the other hand, the production of IFN-y remained
constant throughout the observation period. Comparing cytokine production
between infected and uninfected samples, no statistically significant differences
were observed between the experimental groups in relation to the production of
IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-4 at any of the analyzed time points. For the cytokine
IL-2, a statistically significant difference was observed between the groups on the
seventh day of culture, with a higher concentration in the control group compared
to the infected group (p < 0.05). Within the control group, there was an increase
in IL-2 levels with a statistically significant difference between days 0 and 3, O
and 7, 1 and 7 and days 5 and 7 (p < 0.05). In the infected group, there was an
increase between days 0 and 3, and a decrease between days 3 and 5 (p < 0.05).
Quantification of cytokines over time allowed a detailed evaluation of the behavior
of these inflammatory molecules in the conditioned media. The data
demonstrates the viability of hOSEC and the dynamicity of their metabolism when
in culture and suggests that IL-2 production was modulated by L. braziliensis
infection, while the other cytokines analyzed maintained similar levels between
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Figure 8. Quantification of cytokines in samples of control or L. braziliensis-infected hOSEC.
hOSEC were infected with 3 x 105 parasites per fragment and cultured. On days 0 (+2 hours), 1,
3, 5, and 7, the conditioned medium from the cultures was collected and processed to determine
the concentration of IL-10, IL-4, IFN-y, TNF-a, IL-2, and IL-6 (Unit: picogram/mL). Values are
represented as mean + standard deviation. Data was analyzed by ANOVA followed by Tukey's
post-hoc test for multiple comparisons. Results refer to three biological replicates. *p<0.05.

Discussion

Leishmaniasis is a neglected disease that affects populations worldwide and
presents gaps in knowledge about its immunobiology. The variation in clinical
manifestations occurs due to multiple factors, including the parasite species and
the host's immune response, influenced by genetic and environmental aspects.
The genetic and ecological diversity of human populations exposed to the
parasite makes it difficult to understand the parameters that determine resistance
and control of the infection. Furthermore, the initial events of infection in humans
remain largely unknown, and the available immunological data are limited (Costa-
Da-silva et al., 2022; EImahallawy et al., 2021; Okwor et al., 2009).

Experimental animal models, such as mice, hamsters, domestic dogs, and non-
human primates, are widely used to study the immunology of leishmaniasis.
However, no animal model can fully reproduce the human immune response to
infection by Leishmania spp. Mice, for example, have low infectivity for
Leishmania of the Viannia subgenus, which makes it difficult to reproduce
sustainable skin lesions. Furthermore, immunological differences between mice
and humans impact cellular activation and the immune response (Handman,
2001; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014a).

The Syrian hamster is a model that presents greater similarity to the human
immune response, as it demonstrates prolonged persistence of the parasite and
a mixed Th1/Th2 immunological profile. However, its limitation lies in the lack of
homogeneous inbred lines and the scarcity of specific immunological and
molecular tools. Non-human primates are more closely related to humans in
terms of phylogenetics and are useful for assessing pathogenicity and vaccine
development, although their use is restricted due to ethical issues and high costs
(André et al., 2020; Jiménez-Anton et al., 2019; Loria-Cervera & Andrade-
Narvaez, 2014b).



Given these limitations, this study proposed the use of the hOSEC ex vivo model
to investigate the early stages of L. braziliensis infection. hOSEC is composed of
human skin cells, such as keratinocytes, melanocytes, and Langerhans cells,
preserving the original structure of the skin. This model has been used for
dermatological and inflammatory studies due to its ease of obtaining and ethical
simplicity. In addition, it allows investigations on the application of topical products
and transdermal permeation (Frade et al., 2015; Wilkinson et al., 2021).

The study evaluated the maximum time of hOSEC cultivation and observed the
preservation of metabolic viability for up to seven days. The skin maintained its
morphology close to the original in the first days, although it presented
progressive changes, such as a decrease in keratinocyte layers and thickening
of the stratum corneum. The presence of immune cells, such as macrophages,
Langerhans cells and T lymphocytes, reinforced the relevance of this model for
investigations on the cutaneous immune response (Nestle et al., 2009;
Quaresma, 2019).

Finally, standardization of the inoculum was essential for tissue infection, with
different parasite concentrations being tested. A reduction in the parasite load
was observed throughout cultivation, possibly due to the skin's immune response,
which, even without systemic circulation, demonstrated recruitment of immune
cells and activation of inflammatory mechanisms. These findings indicate that
hOSEC is a promising model for studies on local immunological interactions in L.
braziliensis infections, requiring optimization of the infection for its validation (de
Oliveira Filho et al., 2024; Kimblin et al., 2008).

Conclusion

In this study, the culture of the hOSEC model was standardized for seven days,
demonstrating the metabolic viability and preservation of the histological structure
of the skin explants. The analysis revealed the presence of residentimmune cells,
such as macrophages, Langerhans cells and lymphocytes, in addition to a
dynamic production of cytokines influenced by parasitic infection. One of the main
advances was the standardization of the hOSEC infection with Leishmania
braziliensis, observing the differentiation of promastigote forms into amastigotes
and the recruitment of immune cells to the site of infection, reinforcing the ability
of the model to reproduce aspects of the infection in vivo.

Although additional studies are needed to deepen the understanding of the
immune response and optimize the culture of hOSEC, the findings provide
relevant information on the cellular dynamics in the early stages of infection by L.
braziliensis. Thus, the experimental hOSEC model appears to be a promising tool
for the study of cutaneous leishmaniasis, contributing to future investigations on
the interaction between the parasite and the skin's immune system.
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