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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca de grande relevancia a saude publica em que a
Leishmania braziliensis € um dos agentes etiologicos. Seu tratamento é realizado
através da administracdo de medicamentos considerados toxicos as células humanas,
caros e ineficientes as diversas espécies de Leishmania, podendo resultar em cepas
resistentes e por essas razdes, estudos que abordem novas terapias com vista a
reduzir os efeitos indesejados sao de suma importancia. A terapia fotodinamica (TFD),
€ uma das técnicas ditas como sendo promissoras no tratamento de inUmeras
doencas parasitarias. Portanto, foi proposto este trabalho com o objectivo de avaliar
os efeitos da TFD na L. braziliensis, bem como a interagdo deste parasito com
macréfagos J774, utilizando como fotossensibilizador, o azul de metileno na
concentragao de 12,5 ug/mL associado ao LASER vermelho de baixa poténcia com A
= 660 nm; 40 mW; 8,4J /cm?. Os testes foram realizados em triplicata, e as amostras
foram distribuidas em quatro grupos: Grupo Controle, Grupo Fotossensibilizador,
Grupo LASER, Grupo TFD. Como métodos avaliativos da morfologia e ultraestrura
das promastigotas face aos efeitos da TFD sobre a Leishmania, foram utilizadas as
microscopias eletrénicas de varredura e de transmissdo. Para a avaliagdo da
interacdo, foi utilizada a microscopia 6tica. Nela, foram realizadas contagens de
macro6fagos infetados e néo infetados. Como resultado, foi observado que a TFD foi
capaz de criar deformag¢des morfolégicas e estruturais compativeis com alteracdes
promovidas por ‘stress’ oxidativo. Apds a analise dos ensaios de interacao foi
observado que a infeccdo de macréfagos no grupo TFD apresentou taxa de infeccéao
menor que no controle com uma significancia de p=0.0339 e p=0.0181 nos periodos
respetivos de 24 e 48 horas. Aavaliacao estatistica foi realizada através do teste
ANOVA com pés-teste de Tukey, p <0,05. Assim, conclui-se que a TFD além de ser
eficaz em causar danos potencialmente letais a promastigotas de Leishmania
braziliensis ela também, é capaz de estimular a resposta do sistema imune,
desempenhando um papel sinergistico.

Palavras chave: TFD; Leishmania braziliensis; Azul de Metileno.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease of great importance to public health in what Leishmania
braziliensis is one of the etiological agents. The treatment is performed by
administering drugs considered toxic to human cells, expensive and inefficient to
several species of Leishmania and can result in resistant strains and for these reasons,
studies that address new therapies to reduce the unwanted effects are of paramount
importance. Photodynamic therapy (PDT) is a technique said to be promising in the
treatment of many parasitic diseases. Therefore, we proposed this work aimed to
evaluate the effects of PDT in L. braziliensis and the interaction of this parasite with
J774 macrophages, using as a photosensitizer, methylene blue at a concentration of
12.5 pg/mL associated with red Low power LASER with A = 660 nm; 40 mW; 8,4 J/cm?2.
The tests were performed in triplicate, and the samples were divided into four groups:
control Group, photosensitizer Group, LASER Group and TFD Group. As evaluative
methods of morphology and structure, promastigotes against the effects of PDT on
Leishmania, electronic microscopy scanning and transmission were used. For the
evaluation of the interaction, the optical microscope was used. Here, infected
macrophage counts were performed and uninfected. As a result, it was found that PDT
was able to create morphological and structural deformation compatible with
alterations resulting Oxidative stress. After the analysis of the interaction tests was
observed that infection of macrophages in the PDT group showed lower infection rate
than the control with a significance of p = 0.0339 and p = 0.0181 in the respective
periods of 24 and 48 hours. Statistical analysis was performed using ANOVA with
Tukey's post-test, p <0.05. Thus, the conclution is that PDT is effective in causing
potentially lethal damage to Leishmania braziliensis promastigotes it is able to
stimulate the immune system response and plays a synergistic role.

Keywords: TFD; Leishmania braziliensis; Methylene Blue.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenga zoondética antiga transmitida por fémeas de
insetos hemato6fagos e causada por 21 espécies de Leishmania, pertencente a familia
Trypanosomatidae (BASTOS et al., 2012). As leishmania spp. infectam uma variedade
de animais desde répteis, caes, raposas e até seres humanos (GOMES-SILVA et al.,
2008) provocando problemas de saude em mais de 70 paises (RUMER et al., 2011).

No homem, a leishmaniose tipicamente pode ser dividida em cutanea
Mucocutanea e visceral de acordo com a parte do corpo afetada. A forma mais
frequente e inicial da doencga é a cutanea afetando a pele e mucosa, provocando
lceras na face, bracos e pernas, tendo como consequéncia, lesées destrutivas de
boca e nariz. Quando as lesdes cicatrizam, deixam marcas permanentes, sendo este
o maior prejuizo social desta doenca (CALVO-ALVAREZ et al., 2012).

As primeiras formas de tratamento da leishmaniose cutanea foram apenas
baseadas na administracao oral, tépica ou sistémica de drogas a base de Antimonio.
Durante décadas, o estibogluconato de sodio foi considerado padrao ouro para
tratamento de leishmaniose cutdnea Devido a L. braziliensis, pouco tempo depois
essa droga foi relatada como sendo bastante tdéxicas a seres humanos, caras e
ineficientes as diversas espécies de Leishmania (NAKAYAMA et al., 2007).

Devido a esses relatos e pela necessidade de melhorar cada vez mais o
tratamento da doenca, iniciaram os estudos alternativos, um dos quais, a Terapia
Fotodindmica Antiparasitaria, uma técnica que combina a utilizacdo de um
fotossensibilizador ndo toxico a uma luz visivel nao ionizante, com comprimento de
onda capaz de excitar o fotossensibilizador a um estado de tripleto reativo. Esta
reacao ir4 gerar oxigénio atbmico e superdxido, que sao espécies reativas de

oxigénio, altamente toxicos para os parasitas (CASTANO et al., 2004).

Ao contrario dos medicamentos convencionais que atuam apenas sobre um
alvo, os fotossensibilizadores agem via producédo de oxigénio singleto ou espécies
reativas de oxigénio (RAGAS et al., 2013), os quais ndo apresentam uma
especificidade com relacdo ao alvo biomolecular, reagindo rapidamente com uma



variedade de substratos incluindo o colesterol, acidos graxos insaturados das
camadas lipidicas das membranas, residuos de aminoacidos tais como cisteina,
histidina e triptofano das proteinas, bem como bases de &cidos nucléicos
(TESSAROLLI, 2010), particularmente a guanina e timina. Desta forma, a terapia
fotodindmica podera induzir danos nas biomoléculas que conduzira a perda da
funcionalidade biol6gica apropriada, levando a inativagéo da célula do parasito.

Estudos em terapia fotodindmica tém sido efetuados com diferentes cepas de
Leishmania spp, usando diferentes fotossensibilizadores (PELOI et al., 2011). Os
agentes patogénicos, incluindo a Leishmania spp., sao anatomicamente,
fisiologicamente e bioquimicamente diferentes uns dos outros, sendo assim, é preciso
descobrir as condi¢des adequadas de luz e fotossensibilizadores especificos para a

formulacéo da terapia em casa espécie.

Baseado nas informacdes existentes sobre a eficacia da TFD contra virus,
fungos, bactérias e protozoarios (KHARKWAL et al., 2011), agindo principalmente
sobre suas membranas ou estruturas internas, associado a atuagcado quimica que estes
fotossensibilizadores possuem pelos Tripanossomatideos, acredita-se que esta nova

abordagem, também seja eficaz contra a Leishmania braziliensis.

Portanto, o objetivo deste estudo foi de estudar, in vitro, os efeitos da Terapia
fotodindmica antiparasitaria na Leishmania braziliensis, utilizando como
fotossensibilizador o azul de metileno (12,5 ug/mL) associado ao LASER de baixa
poténcia (A = 660 nm; 40 mW; 8,4 J/cm?; CW).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A LEISHMANIOSE

2.1.1. Generalidades e Pequeno Histoérico sobre a leishmaniose

Leishmaniose é uma zoonose infeciosa e parasitaria causada por protozoarios
do género Leishmania (COSTA et al., 2011). E uma doenca antiga, multilante e
considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como sendo uma doenca
negligenciada devido a caréncia de tratamentos e pelos poucos financiamentos de
pesquisas para diagnéstico e tratamento (WAINWRIGHT; BAPTISTA, 2011).

E uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade, existindo relatos
e descricdes encontrados na literatura desde o séc. | d.C. (OLIVEIRA et al., 2013).
Nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900
anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentam mutilacées de labios e narizes,
caracteristicas da espundia, hoje conhecida como leishmaniose mucocutanea
(CACERES et al., 2004). Na América, algumas causas de morbi-mortalidade entre os
povos, devido a leishmaniose, ja ocorriam antes do contato com 0s europeus € com
africanos. Através de estudos de paleomedicina, foram descobertas mumias com
lesbes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose (ALTAMIRANO-ENCISO,
2003).

No entanto, segundo BASANO, (2004), a primeira referéncia sobre a
leishmaniose no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa Politico-
Geografica de 1827, citado no livro de Tello intitulado "Antiguidad de la Syfilis en el
Peru", onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas e Quiros de
Tabatinga até o Peru, percorrendo as regides do vale amazonicos.

No Brasil, Cerqueira, em 1855, observou a existéncia da moléstia da pele,
identificando-a clinicamente como botdo de Biskra (GONTIJO, 2003). Em 1895, na
Italia, Breda, descreveu a moléstia em italianos provenientes de Sdo Paulo (GRADONI
et al., 2003).

Entretanto, no Brasil, a natureza leishmaniética das lesdes cutaneas e
nasofaringeas s6 foi confirmada, pela primeira vez, em 1909, por Lindenberg, que

encontrou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania tropica da leishmaniose em



lesbes cutaneas de individuos que trabalhavam nas matas do interior do Estado de
Sao Paulo (PANIZ MONDOLFI et al., 2011).

Segundo BASANO e CAMARGO (2004), Gaspar Vianna, por considerar o
parasito diferente da L. tropica, o batizou de L. braziliensis, ficando assim denominado
0 agente etiolégico da ulcera de Bauru, "ferida brava" ou "nariz de tapir". E dai, no
Brasil, até a década de setenta, todos os casos de leishmaniose eram atribuidos a L.
braziliensis; mas com o aprimoramento das técnicas de andlise e a intensificagdo dos

estudos ecolbgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram sendo descritas.

A leishmaniose visceral americana foi registrada pela primeira vez no Estado
do Rio de Janeiro em 1977, no municipio do Rio de Janeiro (MARZOCHI et al.,1985).
Em Sao Paulo, o primeiro relato da doenca aconteceu em Diadema, em uma crianca
de 10 meses (IVERSSON et al.,, 1979). No ano de 1998, foram registrados os
primeiros casos caninos na regidao de Aracatuba e em 1999 casos humanos da doenca
na mesma regidao (GALIMBERTTI et al., 1999). Em 2010 foram notificados 21.981
casos confirmados do agravo, dos quais 2428 foram procedentes da regiao Sudeste
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Estudos recentes sugerem que a leishmaniose surgiu na Amazoénia e depois
nas regides de florestas altas e regido Andina, devido ao fluxo humano durante o
Império Inca e a colonizagdo espanhola (SOUSA; PEARSON, 2009). A doenca
expandiu-se as demais regides por meio de imigrantes que, ap6s o declinio da
extracdo do latex na Amazoénia, retornaram as suas origens, na regiao Nordeste, ou
se dirigiram para a regido Sudeste, principalmente Minas Gerais e Sdo Paulo, atraidos
pelo desenvolvimento gerado pelo cultivo do café (ALTAMIRANO-ENCISO, 2003).

2.1.2. Agentes e Formas clinicas da leishmaniose

A manutencao de parasitos em sitios na derme ou uma posterior dispersao
para 6rgaos internos contribuem para a progressdao da doenca, resultando em
patologias distintas, tais como acontece com a leishmaniose (REITHINGER et al.,
2007). Esta doenca é frequentemente associada a espécies distintas de parasitos,
sendo, por exemplo, L. infantum e L. major responsaveis por causar a leishmaniose
visceral e leishmaniose cutdnea respectivamente, enquanto L. braziliensis, usada

neste estudo, é o principal agente causador da leishmaniose mucocutanea (BRITO et



al., 2009). A leishmaniose cutanea pode ser limitada a uma unica parte da pele
(leishmaniose cutanea localizada) ou pode produzir um grande numero de lesdes
(leishmaniose cutanea difusa) (SHARMA et al., 2005).

Algumas espécies de Leishmania como a L. donovanil. infantum, e L.
chagasi podem também causar a leishmaniose visceral ou calazar (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2011).

2.1.3. Agentes da leishmaniose

Existem muitas espécies de Leishmania spp. que podem causar leishmaniose
cutdnea em seres humanos, embora a maioria das infec¢gées provavelmente possam
permanecer assintomaticas (REITHINGER et al., 2007). As diferentes espécies de
Leishmania apresentam morfologia idéntica quando sdo usados métodos diagnosticos
classicos, como o0 exame microscépico ou cultivo do parasito (ANTINORI et al., 2012),
no entanto, outros métodos como o amplificagcdo genémica por meio da reacao em
cadeia da polimerase, podem revelar diferencas consideraveis. Assim, a classificacao
de Leishmania foi historicamente baseada em critérios como distribuicdo geogréfica
(DEACON, 2013), vetor, tropismo, e manifestacdo clinica (OLIVEIRA, DE;
BRODSKYN, 2012). A nomenclatura mais recente da leishmania foi proposta por
Fraga et al, (Tabela 1) com base no sequénciamento do gene da proteina 70 (hsp70),
através do choque térmico (ANTINORI et al., 2012).



Tabela 1: Nova nomenclatura da leishmania proposta com base na sequéncia do gene da proteina

70 (hsp70).
Espécies de
Género Complexo Espécies Distribuicdo Geogréfica acgrQo com
analises de
hsp70
China, Subcontinente indiano,
L. (Leishmania) L. donovani L. donovani Etidépia, Sudao, Quénia, Ira, L. donovani
Arabia Saudita, lemen
L. infantum  Albania, Argeria, Franca,
Grecia, Italia, Morocos,
Portugal, Espanha, Siria,
Tunisia, Turquia, [émen
L. chagasi  Albéania, Argélia, Franca, Grécia,
Italia, Marrocos, Portugal, Espanha,
Siria, Tunisia, Turquia, lémen
L. archibaldi India, Sudao, Etiépia, Libano, Israel
L. tropica L. tropica Afeganistao, Argélia, L. tropica
Azerbaijao, Grécia, Ira,
Iraque, Israel, Marrocos,
Tunisia, Turquia, [émen
L. aethiopica Etidpia, Quénia
L. major Afeganistédo, Argélia, Chade, Ira, L. major
Iraque, Israel, Libia, Mauritania,
Marrocos, Siria, Sudao
L. mexicana L. mexicana Belize, Coldmbia, Costa Rica, L. mexicana
Republica Dominicana,
Equador, Guatemala, Honduras,
México, Panama, Venezuela
L. Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
amazonensis Equador, Guiana, Panama, Peru,
Venezuela
L. garnhami Venezuela
L. (Viannia) L. guyanensis L. guyanensis Brasil, Colombia, Equador, Guiana, L. guyanensis
Peru, Suriname, Venezuela
L. Belize, Coldmbia, Costa Rica,
panamensis  Equador, Honduras, Nicaragua,
Panama, Venezuela
L. naiffi Brasil, Guiana Francesa, Equador, L. naiffi
Peru
L. braziliensis L. braziliensis Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, L. braziliensis
Colémbia, Costa Rica, Equador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua
L. peruviana Peru
L. lainsoni Brasil, Bolivia, Peru L. lainsoni

(ANTINORI et al., 2012).



2.1.4. Formas clinicas da leishmaniose

As lesGes de leishmaniose cutanea variam em gravidade, aparéncia clinica e
tempo para cura (DAMANTE et al., 2004). O primeiro sinal de infec¢ao por leishmania,
¢ tipicamente um pequeno eritema (CALVOPINA et al., 2005) que se desenvolve apds
um periodo variavel, no local onde o flebétomo infectado picou o hospedeiro
(OLIVEIRA et al., 2013). O eritema evolui para um nddulo, que em seguida, ulcera
progressivamente ao longo de um periodo de duas semanas a seis meses e se torna
uma ulceracao (REITHINGER et al., 2007).

A leishmaniose cutanea localizada causada por L. infantum é observada com
menos frequéncia. No Novo Mundo, a leishmaniose cutanea localizada é causada
principalmente pela L. peruviana, L. guyanensis, L. braziliensis ou L. mexicana
(GRISARD et al., 2000).

A leishmaniose cutanea difusa é uma infeccao causada por L. aethiopica na
Africa, e L. amazonensis na América do Sul (RAMIREZ et al., 2014). No entanto,
leishmaniose cutanea difusa é também observada em doentes imunodeprimidos
infectados com espécies isoladas geralmente em formas localizadas. E causada por
L. braziliensis e, menos frequentemente, por L. panamensis ou L. guyanensis
(SILVEIRA et al., 2009).

A leishmaniose cutanea difusa, que era raramente vista em partes da América
do Sul e Central, Etiépia e Quénia, produz, nédulos nao ulcerativos disseminados a
partir do local inicial da infeccdo e pode cobrir o corpo inteiro. Comparado com a
leishmaniose cutanea localizada, a leishmaniose cuténea difusa é dificil de tratar e
nao tem auto cura (EICKHOFF et al., 2012).

A leishmaniose mucocuténea é caracterizada pela capacidade do parasito em
se metastizar para os tecidos da mucosa por disseminacao linfatica ou hematologica
(HARALDSDOTTIR et al., 2011). Em geral, ela comega com a inflamacéo nasal e
congestao (isto é, leve leishmaniose mucocutanea), seguido de ulceragdo da mucosa
nasal e perfuracao do septo (REITHINGER et al., 2007).

A leishmaniose mucocutanea, pode conduzir a destruicdo das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Em alguns



casos, os labios, bochechas, palato mole, faringe ou laringe também estao envolvidos.
A leishmaniose da mucocutanea nunca cicatriza espontaneamente, € muito dificil de
tratar, e é potencialmente fatal (OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar de leishmaniose mucocutanea poder ser causada por L panamensis,L.
guyanensis, L. amazonensis, L. major, L. tropica, e L. infantum, ela é mais comumente
associada a especie L. braziliensis (MINODIER; PAROLA, 2007).

2.1.5. Transmissao e ciclo de vida da leishmania

Infeccdes por Leishmania spp. normalmente se originam através da picada de
fémeas de flebotomineos (DINIZ et al., 2014), pertencentes a Phlebotomus spp, (na
Europa, Norte da Africa, o Oriente Médio e Asia) ou Lutzomyia spp , conhecidos
popularmente como mosquito-palha (do sul dos Estados Unidos da América até o
norte da Argentina) (MIRANDA et al., 2002). O ciclo de vida do protozoario inicia-se
com a picada da fémea do inseto vetor no hospedeiro vertebrado infectado e com a

ingestao de sangue contendo formas amastigotas (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp  (http:/goo.gl/C8JXI)




Quando o mosquito pica um ser humano, injeta um pequeno numero de
parasitos que se for examinado rapidamente, podem ser detectados nas células
sanguineas no estagio promastigota que depois é seguido do estagio amastigota em
que comeca a se multiplicar e a infectar outras células e tecidos (RASMUSSON;
DESCOTEAUX, 2004).

Assim,Leishmania spp. podem assumir duas formas morfolégicas distintas
principais, uma forma amastigota, forma intracelular, com configuragéo arredondada
ou oval, observavel nas células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro
vertebrados e outra promastigota, extracelular e flagelada e com um aspeto fusiforme
gue ocorre no intestino dos insetos vetores (IBRAIM et al., 2013). Seis a dez dias
apos a picada, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas metaciclicas
infectantes para o hospedeiro vertebrado e sdo inoculadas com a saliva aquando da
picada (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Numa primeira fase apos a ingestdo, na membrana peritréfica localizada no
intestino médio do inseto, os amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicos
(SHAHA, 2006); Esta membrana peritréfica nao celular constituida por quitina,
proteinas e proteoglicanos, separa fisicamente o lumén do epitélio intestinal e é
sintetizada por este, como resposta a distensdo abdominal apds a picada de sangue
e tem como fungao a protecao do epitélio contra agentes patogénicos e contra o efeito

abrasivo das particulas alimentares (IBRAIM et al., 2013).

Apbs o primeiro ciclo de replicacdo dos promastigotas prociclicos 48-72h e
depois da picada, estes promastigotas prociclicos originam os promastigotas
nectomonas (MARTINY; SOUZA, 2004). Estas formas iniciam a migragéo do intestino
posterior para uma parte mais anterior do intestino médio (PEREIRA; ALVES, 2008).
Por acao de quitinases segregadas pelo vetor e pelo parasito, a membrana peritréfica
€ desintegrada e absorvida e os nectomonas aderem através do flagelo a parede
intestinal de forma a impedir a sua expulsao com as fezes (JAIN; GEORGE, 2007).
Esta adesdo € promovida por um glicocalix protetor constituido por lipofosfoglicanos
que envolve toda a célula incluindo o flagelo. Polimorfismos neste glicocalix ditam
também diferencas na adesdo e a exclusividade na relacdo vetor e espécies de
Leishmania que a alberga (FARIAS et al.,, 2013). Adicionalmente, proteinas

especificas também estdo na origem desta adesdo em vetores das espécies
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Lutzomyia intermedie e Lutzomyia whitmeni na transmissao da espécie Leishmania
braziliensis (ZAULI et al., 2012).

Entre quatro a sete dias ap6s a ingestdo desenvolvem-se as formas
leptomonas, mais curtas. Ocorre entdo diferenciacdo em duas diferentes formas: as
formas haptomonas e promastigotas metaciclicos. Os haptomonas fixam-se a valvula
estemodeal (JAIN; GEORGE, 2007). Sete a dez dias ap6s a picada provocam a
degeneracao desta, promovendo a migracao dos promastigotas metaciclicos para a
cavidade oral do inseto (FARIAS et al., 2013).

Os promastigotas metaciclicos, as formas infectantes, ap6s a inoculacédo séao
posteriormente fagocitadas pelas células dendriticas, neutrofilos e pelos macréfagos
da pele do hospedeiro vertebrado e diferenciam-se em amastigotas apds a
internalizacao (SAHA et al.,, 2011). Os macrofagos sao as células hospedeiras
definitivas e responsaveis pela replicacdo e disseminagdo do parasito. E nestas
células que os amastigotas se replicam e saem por exocitose ou lise celular para o
exterior, infectando outros macréfagos (PEREIRA; ALVES, 2008). O ciclo recomeca,

quando o mamifero € novamente picado por um mosquito saudavel.

2.2.TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Embora ndo seja fatal, a leishmaniose cutanea é tratada para acelerar a cura e
reduzir a formacéao de cicatrizes, e para evitar a disseminacao do parasito (isto é, para
evitar que a leishmaniose cutanea se transforme em mucocutanea) ou recaida
(REITHINGER et al., 2007). A medida que o progndstico da doenga varia de acordo
com as espécies, a escolha do tratamento depende igualmente da espécie da
Leishmania (MINODIER; PAROLA, 2007).

Excetuando a politica de imunoterapia na Venezuela, e as politicas de
tratamento com pentamidina na Guiana Francesa e Suriname, a OMS recomenda o
tratamento de leishmaniose cutdnea com drogas antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sodio ou antimoniato de megluminae, glucantime) a 20 mg/kg por
dia durante 20-28 dias consecutivos (ARMIJOS et al., 2004).

A pesquisa bibliografica realizada por ALMEIDA e SANTOS (2011), com o

tema: “Avancos no tratamento da leishmaniose cutdnea no novo mundo nos ultimos
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dez anos”, consultando cerca de 108 obras entre artigos e outros, revela que apesar
de a leishmaniose cutdnea ser um importante problema de saude publica, os dados
ja publicados sobre o uso de novas drogas para o tratamento da leishmaniose cutanea
no Brasil e na América ainda sao bastante limitados. A mesma menciona um conjunto
de drogas desenvolvidas desde o ano 2001, contra a doencga, tais como: diversas
drogas Pentavalentes antimoniais, Miltefosina, Pentoxifillina, Imiquimode e
Paromomicina, cada uma delas com pelo menos um aspecto indesejado ao
tratamento. E, sugere que sejam desenvolvidas drogas mais efetivas, sem ou com
baixa toxicidade, de facil administracdo e de baixo custo e que necessitam de curto
tempo para o tratamento (ALMEIDA; SANTOS, 2011).

No entanto, Anfotericina B lipossomal é atualmente considerada de forma
inequivoca, como sendo a droga de escolha para o tratamento da leishmaniose em
paises de alta renda, mas o seu custo € considerado alto, impedindo seu uso
generalizado nos paises de baixa renda que coincidentemente sdo os de alta
endemicidade (GONCALVES et al., 2005).

Os principais problemas no tratamento da leishmaniose cuténea sdo o
diagndstico clinico que é dificil na auséncia de microscopia do nivel de cuidados de
saude basicos (MINODIER; PAROLA, 2007), graves efeitos colaterais de drogas de
antiménio pentavalente, embora geralmente reversiveis (por exemplo, dores dsseas,
musculares insuficiéncia renal, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade) (SEIFERT,
2011), e variabilidade da eficacia contra as diferentes formas de Leishmania
(GRIMALDI et al., 2010), fazendo com que as drogas e atencdo médica por causa dos
efeitos colaterais tornem o tratamento caro (SANTOS, DOS et al., 2011), havendo
relatos de pacientes nao-responsivos as drogas, por causa de linhagens do parasito
resistentes aos medicamentos ou aumento de imunossupressao (por exemplo,
causada por HIV) (KULHALLI et al., 2014), além disso, 0 ndo cumprimento do
protocolo de tratamento padrao, devido a esses efeitos (ou seja, um longo curso de
injecdes intramusculares ou intravenosas) fazem com que muitos pacientes nao

completem o seu ciclo de tratamento (BERMAN, 2003).

Regimes de tratamento alternativos incluem o uso da anfotericina B,
especialmente para a leishmaniose mucocutédnea, e pentamidina (NEVES et al.,

2011). Varios estudos tém demonstrado a eficacia da miltefosina, termoterapia e
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fototerapia, também devem ser considerados como tratamentos alternativos,

dependendo da espécie causadora da doenga e sua manifestacao clinica.

Falhas no tratamento com essas drogas estdo se tornando um problema
comum em areas endémicas, com o surgimento de resisténcia aos medicamentos
(PUJALS et al., 2008). Para além disso, estes compostos sao referenciados como
sendo altamente toxicos e a sua eficacia altamente variavel (ZAULI-NASCIMENTO et
al., 2010).

Uma analise sistematica recente de estudos publicados incluidos em duas
revisées evidenciaram-se varias falhas nos critérios de randomizacao, a identificacao
das espécies causadoras da doenca, critério de cura adotados, e tempo de
acompanhamento, o que torna dificil tirar qualquer indicagdo conclusiva (ANTINORI
et al., 2012). A melhor forma de tratamento para a leishmaniose cutdnea €, no
momento ainda uma questdo de debate (ANTINORI et al., 2012), porque, o arsenal
terapéutico rotineiramente empregado para tratar pacientes com leishmaniose é
limitado e insatisfatorio (ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010). A Gestao de pacientes
com a doenca depende da utilizacao de drogas antimoniais pentavalentes, meglumina
e estibogluconato de soédio, havendo portanto uma grande necessidade de terapias
alternativas (KROLEWIECKI et al., 2007).

Na maioria dos paises a leishmaniose é endémica e a politica do Ministério da
Saude deveria ser de fornecer tratamento gratuito a todos os pacientes. Isso muitas
vezes nao é viavel na pratica, porque as drogas podem estar em quantidade limitada,
particularmente nas areas rurais, onde ocorre a maior parte de casos (SEIFERT,
2011).

Devido aos efeitos indesejaveis das drogas utilizadas em tratamento contra a
leishmaniose, os estudos com vista a descoberta de melhores alternativas continuam.
A terapia fotodindmica € uma delas, havendo atualmente alguns estudos sobre seu
efeito contra a leishmaniose provocada por L. donovani, L. major, L. tarentolae e por
L. panamensis. L. amazonenses (PELOI et al., 2011) e L. brasiliensis (BARBOSA et
al., 2012).
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2.3. TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)
2.3.1. Generalidadese breve historico sobre a TFD

2.3.1.1 Generalidades sobre a TFD

Terapia fotodindmica (TFD) é um método de tratamento de doencas que
consiste na associagao de um corante fotossensibilizador ea luz (AKILOV et al., 2007).
E uma técnica potencialmente aplicavel, econdmica e segura, que vem sendo utilizada
no tratamento de diversos problemas de saude como, cancer (MROZ et al., 2010) e
contra alguns microorganismos patogénicos como fungos, bactérias e protozoarios.
Ela parte do principio de que a interagao da luz, de comprimento de onda adequado,
com um composto fotossensibilizante e o oxigénio resultam em espécies reativas de
oxigénio, capazes de diminuir a viabilidade celular (ROLDAO; SERRA VAZ, 2011).

A técnica, em geral, consiste de duas etapas. Na primeira, o fotossensibilizador
€ administrado na forma tépica ou injetado no organismo (BASTOS et al., 2012) ou
sobre as células de microrganismo ou parasito e em seguida, espera-se por um tempo,
chamado de tempo de pré-irradiacdo, para que o fotossensibilizador possa se
distribuir e em seguida, procede-se a segunda etapa, que é a da irradiacdo do local
(SILVA et al., 2009).

As vantagens evidentes da terapia fotodinamica em relagdo aos outros
tratamentos convencionais como a quimioterapia sdo, a seletividade do alvo, a
reducao da toxicidade (PELOI et al., 2011), poucos efeitos adversos, altas taxas de
cura e excelentes resultados estéticos das areas afetadas (SILVA et al., 2009) e a ndo
criacao de resisténcia pelo patégeno a ser combatido (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2011).
O tratamento ndo é invasivo ja que usualmente precisa incidir exatamente no local e
por poder ser repetido quando necessario sem prejuizos na saude do paciente
(SCHIAVON et al., 2013).

Embora haja divergéncia em diversos autores, sobre quando é que realmente
iniciou a terapia com luz, tudo indica que é uma pratica antiga, que os antigos egipcios,
usavam para tratar vitiligo combinando a ingestdo de plantas, Amni majus e a
exposicao a luz solar (BASTOS et al., 2012), e os gregos, indianos também utilizaram
as sementes de Psoralea corylifolia para o tratamento de psoriase e vitiligo. Embora
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nao se saiba com certeza se foi uma importacdo da técnica, existem informacodes
segundo as quais, também os hindus e os povos do Oriente Médio (FOLEY et al.,
2011), ha 1400 anos, empregavam plantas medicinais associando a exposi¢ao ao sol
para tratamento de vitiligo (DUARTE et al., 2006).

Com o passar do tempo, as informacdes sobre a pratica desta terapia foram
sendo perdidas durante séculos (BASTOS et al., 2012). Devido a uma série de fatores,
como o desenvolvimento de terapias antimicrobianas inovadoras, mas o0s
conhecimentos sobre esta pratica mantiveram-se sempre uma simples curiosidade
(FOLEY et al., 2011), fazendo com que a fotomedicina ficasse hovamente estagnada
até 1960, quando devido ao surgimento de cepas resistentes aos antibidticos e ao
trabalho de Dougherty e colaboradores,os estudos sobre o efeito fotodinAmico foram
retomados (BASTOS et al., 2012).

Estudos sistematicos das reacbes de fotossensibilizacdo sdo atribuidos a
Oscar Raab (1900), (HAMBLIN, 2014) que investigou o efeito dos corantes eosina e
acridina, ambos fotossensibilizantes, sobre uma cultura de paramécios, percebendo
que, em presenca de luz, os microrganismos eram inativados (BASTOS et al., 2012),
porém foi a partir de 1903, quando Niels Finsen recebeu o prémio Nobel pelo sucesso
do tratamento de lUpus vulgar com a radiacao ultravioleta, que a fototerapia comecou
a ser realmente estudada e praticada para tratamento de varias dermatoses (RAJESH
et al., 2011).

Em 1903, Tappeiner empregou uma solucao de eosina e luz para tratar cancer
de pele e observou uma redugédo no tamanho do tumor (SILVA et al., 2009); durante
a Primeira Guerra Mundial iniciou-se o tratamento de Ulceras traumaticas com o uso
de fototerapia e luz solar, observando-se bons resultados (DUARTE et al., 2006) e,
antes da Segunda Guerra Mundial, varios autores ja tinham demonstrado a
susceptibilidade de uma variedade de virus, bactérias e protozoarios em abordagens
terapéuticas (WAINWRIGHT; BAPTISTA, 2011). Em 1925, Goeckerman introduziu a
combinacao do fotossensibilizador (coaltar) e irradiacao ultravioleta para tratamento
da psoriase, que foi utilizada por muito tempo (DUARTE et al., 2006), no entanto, o
uso de agentes na desinfeccaode sangue nao foi sugerida até 1955; pois, embora em
trabalhos realizados no Instituto Walter Reed, ela ja tivesse sido comprovada, nao foi
tornada publica por varias décadas (WAINWRIGHT; BAPTISTA, 2011).
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Em 1974, alguns autores (PARRISH, FITZPATRICK, TANNENBAUM e
colaboradores) relataram os efeitos benéficos dessa modalidade terapéutica na
psoriase; desde entado, surgiu outra série de doengas descritas como responsivas a
terapia com radiacaoultravioleta (DUARTE et al., 2006).

Nos anos 1960 e 1970, os ensaios clinicos de fotossensibilizadores antivirais,
demonstraram sua utilidade e promoveram sua utilizacdo como solucao aos
problemas mais recentes com a resisténcia dos microrganismos aos medicamentos
(WAINWRIGHT; BAPTISTA, 2011).

Em 1993 uma formulacdo contendo derivados diméricos e oligoméricos de
hematoporfirina (Photofrin®), teve aprovagéo clinica e vem sendo utilizada em TFD,
na oncologia e dermatologia (BASTOS et al., 2012) e desde entdo, um aumento no
interesse da acéao fotodindmica surgiu em todo o mundo.

2.3.2. Mecanismo de acao da TFD

Numerosos estudos tém demonstrado que a TFD é altamente efetiva na
destruicdo de virus (DAI et al., 2010), de fungos (KHARKWAL et al., 2011), de
bactérias (HUANG et al., 2013) e também de protozoarios (WAINWRIGHT, 2011).

Durante a TFD, o agente fotossensibilizante ligado a célula é ativado na
presenca de luz. Essa ativacao leva-o do estado de repouso ao estado de ativacao
chamado singleto, de meia vida curta. Nessa etapa, as moléculas podem retornar ao
estado de repouso, emitindo energia em forma de fluorescéncia por meio da liberacao
de fétons ou progredir na cadeia de reacdes quimicas, até atingir o estado tripleto de
meia vida mais longa (KHAN et al., 2012).

A partir deste estado, a reacédo pode ser de dois tipos que séo: Tipo I, em que
o fotossensibilizador excitado transfere elétrons para biomoléculas ou para o Oz dando
origem as espécies reativas de oxigénio (EROs), como, o radical superdxido (O2), o
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), (HUANG et al., 2013). E,
reacdo do Tipo Il, em que o fotossensibilizador no estado tripleto transferem sua
energia diretamente ao oxigénio intracelular, formando o oxigénio singleto ('Oz2),
altamente reativo, de meia vida curta (SHARMA et al., 2012). Ambas reacdes tém
como resultado, a morte celular (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de acéo da Terapia fotodinamica. (PELOI et al., 2011)

Em consequéncia da acdo do 'O2, a célula passa a apresentar falhas na
integridade da membrana, o que acarreta alteracées na permeabilidade e funcéao de
transporte entre os meios intra e extracelulares (PERUSSI, 2007). Alteragbes nas
membranas do nucleo, mitocdndria, lisossomos e reticulo endoplasmatico também
ocorrem (CHIU et al., 2011). Estudos utilizando microscopia de fluorescéncia sugerem
que a fototoxicidade mitocondrial € a principal causa da morte celular induzida pela
TFD (AKILOV et al., 2006). A despeito da exata localizacdo do efeito citotdxico, a
consequéncia € a perda da integridade celular, havendo a liberagcdo de fatores

inflamatorios e ativacado da cascata do complemento (TESSAROLLI, 2010).

Segundo EMBLETON, (2002), apesar de tudo isso, pode haver problemas
potenciais associados com a TFD de doencas infecciosas, um dos quais € poder
existir uma falta de especificidade como foi observado em Staphylococcus aureus
(KASHIWABUCHI et al., 2012); por outro lado, o fotossensibilizador pode ligar-se a
células de outros microrganismos ndo patogénicos ou células hospedeiras (KRUGER
et al.,, 2011) e, a irradiacdo subsequente dessas células pode conduzir a sua
destruicdo. E desejavel dirigir a atividade fotodinamica para a célula-alvo, o que pode
ser conseguido através da ligacdo da molécula de fotossensibilizadorapenas a
superficie do organismo alvo (especificidade) (SMIJS et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar, in vitro, os efeitos da Terapia fotodindmica antiparasitaria na
Leishmania braziliensis, utilizando como fotossensibilizador o azul de metileno (12,5
ug/mL) associado ao LASER de baixa poténcia (A = 660 nm; 40 mW; 8,4 J/cm?; CW).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar alteracées morfolégicas do parasito através do Microscopia eletronica de
Varredura;

2. Avaliar alteragdes ultraestruturais do parasito através do Microscopia eletrénica de
Transmisséo;

3. Avaliar a taxa de infeccao da Leishmania braziliensis apds Terapia fotodinamica,

nos testes de interagdo entre amastigotas e macréfagos.
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4. METODOLOGIA

4.1. CULTIVO DO PARASITO

A cepa de Leishmania braziliensis, (MHOM/BR/01BA788) obtida do laboratério
de Imunoparasitologia da FIOCRUZ-BAHIA, foi cultivada em meio Warren
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Cripion, Brasil), L-glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 I/mL (Sigma, Estados Unidos da
América) a 23°C.

4.2. CULTIVO DE MACROFAGOS J774

Os macrofagos J774 foram cultivados em meio de cultura DMEM (Sigma,
Estados Unidos da América), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma,
Estados Unidos da América), em estufa de CO2, com 5% de CO2, a 37°C. As
passagens foram realizadas a cada 72 horas.

4.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento deste estudo foram criados quatro grupos
experimentais: Grupo controle negativo (onde a interacao macréfago/Leishmania foi
isento de qualquer tratamento); Grupo fotossensibilizador (foi tratado apenas com o
azul de metileno); Grupo LASER (foi tratado apenas com a luz); Grupo TFD (onde foi
realizada a terapia fotodinamica) de acordo com a tabela abaixo. Os testes foram
realizados em triplicata.

Tabela 2: Grupos experimentais utilizados no estudo.

Grupo Grupo Grupo Grupo TFD
Controle LASER Fotossensibilizador
Composto - - + +
Luz - + - +

(TRAHAMANE, 2015).

4.4. TERAPIA FOTODINAMICA

Foi utilizado LASER vermelho com os parametros: (A = 660 nm; 40 mW; 8,4 J/cm?;
CW, TwinFlex®©, MMOptics, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brazil), com tempo de pré-

irradiacao de cinco minutos.
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Para o presente estudo o composto utilizado foi o Azul de Metileno na
concentragéo de 12,5 ug/mL (Laboratério Férmula, Salvador, Bahia, Brasil), sendo

armazenado a 4°C e protegido da luz.

4.5. AVALIACAO DAS ALTERACOES NO PARASITO
4.5.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura, foi utilizada para observar as alteracoes
externas do parasito. No tempo de 72 horas os pocos contendo parasitos foram
lavados e os mesmos foram fixados em 2,5% glutaraldeido, 4% paraformaldeido, 5%
sacarose em tampao de cacodilato de sédio a 0,1M, em pH 7,2 por uma hora. Apds
este tempo, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato de sédio 0,1M e po6s-

fixadas por 40 minutos com tetroxido de 6smio e ferricianeto.

Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de
acetona, de 30% até 100%, por cinco minutos em cada. Posteriormente, as amostras
foram levadas ao aparelho de ponto critico para retirar a acetona da amostra e,
posteriormente, metalizadas com ouro. Para a observacao do parasito e avaliacdo da
ultraestrutura os mesmos foram aplicados em laminulas redondas. Por fim, as
amostras foram analisadas em microscépio eletrdnico de varredura, JSM-6522 (Jeol,
Tdquio, Japao)

4.5.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Depois de observada a estrutura externa, a Microscopia Eletronica de
Transmissdo, serviu para observar alteracdes nas estruturas internas das
promastigotas. Nela, células pré-tratadas com os compostos supracitados foram
centrifugadas a 1000 g por 10 minutos e lavadas em solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS). A seguir, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de s6dio 0,1M, pH 7,2, por 60 minutos
a temperatura ambiente, lavadas no mesmo tampéao utilizado na solucao fixadora,

pds-fixadas em tetroxido de ésmio 1% e ferricianeto de potassio 0,8%.

Em seguida foram desidratadas em série crescente de acetona, infiltradas e
incluidas em resina epdxi Polybed (Merck® Darmstadt, Hessen, Germany). Cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 3% ao
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abrigo da luz e observados ao microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM109
(Axio Observer; Carl Zeiss, Jena, Germany).

4.6. AVALIACAO DA INTERACAO PARASITO — MACROFAGO

A concentracdo de macréfagos utilizadas nos experimentos foi 3X10° células/
poco, que foram cultivados em meio DMEM completo. Ap6s duas horas de incubacgéo,
foram adicionadas promastigotas de L. braziliensis na concentracdo 3X108, portanto
a proporgao de parasitos/macréfago foi de 10:1. O tempo de infecgéo entre parasitos
e macrofago foi de 24 horas.

O tratamento foi realizado e avaliado nos tempos de 24 e 48 horas. A avaliacdo
foi realizada por meio de contagem dos macréfagos infectados e nao infectados pela
Leishmania braziliensis em cinco campos determinados de maneira aleatéria. A taxa
de infeccdo é calculada tomando como numerador o numero de macrofagos

infectados e como denominador o numero total de macréfagos infectados.

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism® versdo 5.0
utilizando Anova com pés teste de Tukey, sendo considerado estatisticamente
significantes valores de p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DA MORFOLOGIA E ULTRAESTRUTURA

A Leishmania braziliensis é um parasito unicelular que apresenta
caracteristicas morfolégias especificas, sendo as promastigotas fusiformes
apresentando um flagelo na porcéao anterior (Figura 3). Enquanto, as amastigotas, a
forma evolutiva encontrada dentro dos macréfagos, apresenta morfologia esférica

com auséncia de flagelo (Figura 4).

15kv. X7,500 2pm 0001 Fiocruz

Figura 3: Micrografia eletrbnica de Leishmania braziliensis na forma promastigota, mostrando a
morfologia do parasito no seu estado normal, sem efeitos da TFD (TRAHAMANE, 2015).

Figura 4: Micrografia de um macréfago (area vermelha) infectadopor amastigotas de Leishmania
braziliensis (&reas vermelhas mais carregadas) (TRAHAMANE, 2015).
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A microscopia eletrénica de varredura mostrou que a morfologia celular dos
parasitosdo grupo controle (Figura 5A), ndo apresentou nenhuma alteracao;
Alteracoes significantes foram observadas no grupo da Terapia fotodiamica, em que
se apresentaram com deformacao (Figura 5B) e no volume celular (Figura 5C) para
além de se apresentarem afrouxamento da membrana flagelar (Figura 5C e 5D).

15kV. X7,500 2um 0001 Fiocruz 15KV X11,000 1um 0001 Fiocruz

c D

15kv. X2,700 Sum 0001 Fiocruz

Figura 5: Micrografia eletrdnica de varredura de promastigotas de Leishmania mostrando alteragbes
do parasito devido a terapia fotodinamica: (A) Celula de Leishmania com sua morfologia normal (B)
células deformadas; (C) células com volume reduzido (C e D); célula com membrana flagelar afrouxada
(TRAHAMANE, 2015).

Para observacao das alteracées na estrutura interna do parasito, as células
foram observadas na microscopia eletrénica de transmisséao, onde pode-se constatar
gue nao houve alteracao, caracterizada pelo nucleo arredondado com distribuicdo de
delgada camada de cromatina periférica no nucleo e mitocéndria tipica apresentando-
se alongada e com cristas, bolsa flagelar e cinetoplasto, além dos microtibulos
subpeliculares tipicos de promastigotas (Figura 6A) nao foi visualizada nenhuma

alteragéo também no grupo LASER (Figura 6B).
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No grupo fotossensibilizador, os parasitos apresentaram alteracdo, pois as
mitocéndrias apresentaram-se fenestradas, isto € com aberturas em forma de canais,
(Figura 6C, seta), fato esperado uma vez que compostos fenotiazinicos possuem
afinidade pelas proteinas da cadeia respiratéria (MATSUBARA e HAGIARA, 1968).

Figura 6: Micrografia eletrdnica de transmisséo de promastigotas de L. braziliensis, mostrando o efeito
dos tratamentos sobre a ultraestrutura. A) e B) Celulas do Grupo Controle e Grupo LASER
respectivamente, sem alteragdo apreciavel. C) Grupo Fotossensibilizador com mitocondrias
fenestradas. D) Vacuolo autofagico formado no Grupo TFD (TRAHAMANE, 2015).

Promastigotas tratadas pela TFD, apresentaram-se deformadas mostrando
por¢cdes de membranas ndo ajustadas em areas do corpo celular e flagelar, bem como
deformagdes nas cristas e na estrutura geral das mitdcondrias. Também foram
observados vacuolos autofagicos, que sao arranjos concéntricos de membranas,

formando estruturas similares a figura de mielina (Figura 6D, 7A e 7D, seta).

Confirmando as constatacées da microscopia de varredura (Figura 5A, 5C), na
microscopia de transmissdo, foram observadas deformagdes na membrana do flagelo
(Figura 7B, seta). Estas alteracbes podem ter ocorrido em fungdo de alteragbes
mitocondriais e desequilibrios no balango “redox” da célula. Foi observada também,
uma certa hipodensidade das mitocdndrias fenestradas que apresentavam-se
dilatadas e com desorganizagao e redugdo do numero de suas cristas (Figura 7C e
7D, seta).
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Figura 7: Micrografias eletrdnica de transmissdo mustrando diferentes alteragdes celulares geradas,
em promastigotas, pela TFD. A) Vacuolo autofagico formado. B) Membrana flagelar alterada e projetada
para fora do eixo do flagelo. C) mitocéndria tornada hipodensa, fenestrada e com cristas
desorganizadas. D) Mitocéndria tornada hipodensa e fenestrada apresentando o kDNA (TRAHAMANE,
2015).

5.2. AVALIACAO DA TAXA DE INFECCAO

Os resultados encontrados na avaliagdo da taxa de infeccao da Leishmania
braziliensis, sdo demonstrados na Tabela 3, nos periodos de 24 e 48 horas
respectivamente, bem como nos graficos 8 e 9, com a distribuicdo dos macréfagos

infectados e ndo infectados nos mesmos periodos.

Tabela 3: Distribuigdo dos macrégafos infectados e ndo infectados nos diferentes grupos experimentais
nos periodos de avaliagao de 24 e 48 horas (TRAHAMANE, 2015).

Macrofagos infectados Macréfagos nao infectados
24 Horas 48 Horas Total 24 Horas 48 Horas Total
Controle 84,75 54,5 139,25 28,25 45 73,25
LASER 53 66,3 119,3 23,3 80,3 103,6
Corante 87,7 80,5 168,2 90,7 105 195,7

TFD 78 75 153 174 162 336
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Figura 8: Grafico de taxa de infecgdo avaliada nos diferentes grupos experimentais no periodo de
avaliagao de 24 hora (TRAHAMANE, 2015).
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Figura 9: Grafico de taxa de infecgdo avaliada nos diferentes grupos experimentais no periodo de
avaliagao de 48 horas (TRAHAMANE, 2015).

A respeito desses resultados no periodo de 24 horas, percebe-se uma reducgao
na taxa de infeccao nos grupos Fotossensibilizador e LASER quando comparados ao

grupo Controle, no entanto esta reducéao nao foi estatisticamente significante.

O grupo Fotossensibilizador em comparacdao com o grupo Controle nao
apresentou diferenga estatisticamente significante no numero de macrofagos
infectados e nao infectados pela Leishmania braziliensis. Também nao foram
encontradas diferencas significativas na comparacdo do mesmo grupo
Fotossensibilizador, com o grupo LASER, ou com o grupo TFD.

O grupo LASER em comparac¢ao com os outros grupos a seguir (grupo controle,
grupo fotossensibilizador e TFD, ndo demonstrou diferengas estatisticamente
significantes na taxa de infec¢do Leishmania braziliensis. Contudo, quando o grupo

TFD é comparado com o grupo Controle, demonstra reducado na taxa de infeccéo,
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onde o grupo TFD apresentou maior numero de macrofagos ndo infectados, com
diferenca estatisticamente significante (p=0.0339).

Em relagédo ao periodo em andlise de 48 horas observou-se uma confirmagéo
dos resultados encontrados no periodo de 24 horas. Apesar de reducao na taxa de
infeccdo nos grupos Fotossensibilizador e LASER quando comparados ao grupo
Controle, esta reducao também nao demonstrou significancia estatistica. Diferenca
estatisticamente significante apenas foi observada na comparagéo do grupo TFD com
o grupo Controle, neste caso, o grupo TFD demonstrou menor taxa de infeccao
(p=0.0181).
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6. DISCUSSAO

O uso de corantes fenotiazinicos para atuar como fotossensibilizadores ap6s a
irradiacdo com luz visivel, tem sido demonstrada em véarios estudos, mas os
resultados da terapia fotodinamica antiparasitaria sdo diferentes de acordo com as
condicdes da célula (densidade, meio de cultura, tipo de parasito, espécies, estado
fisioldgico), fotossensibilizador (concentracdo, periodo de incubacdo, tempo de
exposi¢ao) e luz (densidade de energia, comprimento de onda, densidade de poténcia
e outros parametros) (YAO, 2013).

De acordo com CHAN e LAI (2003), é 6bvio que o efeito antimicrobiano seja
dependente também do comprimento de onda. Em relacdo aos fenotiazinas ou
porfirinas, ainda ha uma absorcdo eficaz de luz para comprimentos de onda
superiores a 600 nm (MAISCH, 2007), portanto, no presente estudo, utilizou-se como
fonte de luz um LASER de diodo emissor de luz a 660 nm (vermelho visivel), uma vez
que o comprimento de onda do LASER corresponde a absor¢cdo maxima do corante
utilizado.

Nos resultados do presente estudo, percebe-se uma reducdo no numero de
macrofagos infectados pela Leishmania braziliensis no grupo LASER quando
comparado ao grupo Controle, tanto no periodo de 24 horas como no de 48 horas. No
entanto esta redugéo ndo foi estatisticamente significante. Estudo prévio (OLIVEIRA
et al, 2015) demonstra que ocorre um aumento da atividade dos macréfagos com a
acao do LASER, sendo o mecanismo de fotobiomodulacao atribuido a ativacao de
componentes da cadeia respiratoria mitocondrial. O citocromo c-oxidase é um
fotorreceptor primario de luz na regido do vermelho ao infravermelho préximo do
espectro, resultando na iniciacdo de uma cascata de sinalizacdo, com aumento na
producao de ATP (KARU, 1999). No presente estudo os macréfagos, parecem reagir
a um aumento do nivel de ATP resultante da irradiacao do LASER, com aumento de
sua atividade fagocitica.

Sobre o fotossensibilizador utilizado no presente estudo, o azul de metileno,
apresenta alta absorcao de luz na regiao do vermelho, caracteristica necessaria a
compostos eficientes na terapia fotodindmica devido a maior penetracdo dessa
radiacdo através de tecidos biolégicos. Sdo aceitos na pratica médica, com

capacidade antimicrobiana contra diferentes microorganismos incluindo virus,
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bactérias e fungos (PERUSSI, 2007). E relativamente barato, amplamente disponivel,
bem tolerados, e ndo-toxicos (BARBOSA et al., 2012). Além disso, é bem sabido que
a combinacao de azul de metileno e diferentes fontes de luz, como Diodos Emissores
de Luz (LED) ou LASERs de baixa poténcia sao eficazes contra as células procariotas
e eucariotas (PELOI et al, 2008).

No presente estudo, o grupo Fotossensibilizador, demonstrou que o azul de
metileno na concentracdo estudada, reduz a quantidade de macroéfagos infectados,
com relagdo ao grupo Controle, apesar de nao ter significancia estatistica, tanto no
periodo de 24 horas como no de 48 horas. Isto pode estar relacionado com a reducéo
do ATP promovidas por mudancas geradas pela membrana celular. Estas mudancas
e reducoes na sintese de ATP, provavelmente envolvem proteinas da cadeia aceptora
de elétrons (MATSUBARA e HAGIARA, 1968).

O azul de metileno associado a luz no grupo TFD comparado com o grupo
Controle, demonstrou reducédo na taxa de infec¢do, onde o grupo TFD apresentou
maior numero de macrofagos nao infectados, com diferenca estatisticamente
significante tanto nos periodos de 24 horas (p=0.0339), como 48 horas (p=0.0181).
Foi observado que com a adicdo da luz este efeito na capacidade de inibicdo da
infeccdo das células é ainda mais acentuado, em relag&o ao controle.

A associagédo do LASER ao azul de metileno, mostrou-se efetiva na reducéo do
numero de parasitos em cultura por causar danos na ultraestrutura celular. Dentre as
principais altera¢cdes encontradas podem ser citadas: o afrouxamento da membrana
do flagelo; autofagia. Além disso, foi possivel observar deformag¢des mitocondriais,
gue podem estar envolvidas nos processos de morte celular. Assim como esperado a
TFD se mostrou eficaz e os danos celulares encontrados podem ser fortemente
associados aos efeitos do aumento da producao de EROs ou a exposicao as mesmas.

Muitos tratamentos descritos na literatura trazem como mecanismos de inibicao
da proliferacdo destes parasitos, a acao de compostos sobre as mitocdndrias, o
aumento na producao de EROs, o bloqueio na divisdo celular devido a agao sobre o
citoesqueleto, dentre outros mecanismos, tento em vista que o azul de metileno
quando fotoativado torna-se lipossoluvel e libera EROs e, este, pode atuar dentro ou
fora dos parasitos (TUITE e KELLY, 1993). A forma lipossoluvel do azul de metileno
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pode penetrar no parasito e interagir com estruturas e/ou moléculas internas causando
alteracées, que por sua vez podem gerar trés vias simultaneas e distintas de acao
capazes de induzir a morte do parasito, sdo elas: toxicidade do préprio
fotossensibilizador, acao toxica de EROs liberados apds a fotoativacao e a agao do
composto alterado pela fotoativacao.

As alteragdes supracitadas estdo ligadas as ac¢des deflagradas por radicais
livres como os liberados pelo fotossenssibilizador, apos a fotoativacdo. Portanto é
possivel associar a deformacdo da membrana a uma peroxidacdo lipidica
desencadeada pela liberacdo de radicais livres. Estas deformacdes membranares
pode tambem estar relacionadas a uma perda de funcao mitocondrial, que encontra-
se na base do flagelo do parasito, o que pode ocorrer quando moléculas responsaveis
por detoxificacdo sao saturadas. Outro efeito dos radicais livre € sobre o citoesqueleto,
que em alguns casos pode perder sua conformacao fisiolégica tornando a célula
afetada a ficar pleomorfica, além de promover células truncadas, isto é, células que

apresentam dificuldades na sua diviséo.

Desse modo, no presente estudo foi demostrado que a acdo fotodindmica
aumentou a resisténcia dos macréfagos ao processo infeccioso, ou seja, em uma
futura aplicagdo da TFD em lesdes de leishmania este efeito seria benéfico ao

paciente.
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7. CONCLUSAO

A terapia fotodindmica antiparasitdria € capaz de promover alteracoes
irreversiveis na morfologia e ultraestrutura do parasito, e de aumentar a resisténcia
dos macrofagos ao processo infeccioso, observado pelas alteragdes na taxa de
infeccao.
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8. RECOMENDACOES

1.

Com base nos resultados e conclusdes deste estudo, recomenda-se que:

Estudos de terapia fotodinamica quer antiparasitaria como antimicrobiana in vivo,
sejam antecedidos de estudos de interacdo com os macréfagos para que se tenha
um conhecimento mais real sobre os fendmenos de interacao especifica com o

agente em estudo.

Haja mais estudos com a cepa de Leishmania braziliensis, utilizando outros
parametros e tipos de laser e fotossensibilizador, para que estes fenbmenos sejam
melhor percebidos bem como para a descoberta de outros relacionados.
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