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EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA COM CURCUMINA EM
PROMASTIGOTAS E CURCUMINA NANOENCAPSULADA EM
AMASTIGOTAS DE Leishmania braziliensis e Leishmania major

RESUMO

I3

A leishmaniose tegumentar ¢ uma doenga zoondtica, transmitida por fémeas de
flebotomineos e causada por protozoarios do género Leishmania. E considerada pela
OMS um problema de saude publica que nos ultimos anos apresentou aumento
significativo, tanto no nimero de casos quanto na distribuigdo geografica. O tratamento
convencional ¢ téxico e contraindicado para pacientes que apresentam algumas
comorbidades e pode causar diversos efeitos colaterais graves. Tendo em vista uma
alternativa de tratamento ndo agressivo vem se estudando a Terapia Fotodinamica, que
consiste em um tratamento ndo invasivo, nao apresenta efeitos colaterais, de facil acesso
que utiliza substancias de baixo custo, como a curcumina. Este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos da curcumina livre em promastigotas € curcumina nanoencapsuladas
em amastigotas de espécies de Leishmanias. Para isso os promastigotas foram incubados
com curcumina livre divididos em grupo escuro e irradiado, além do grupo controle
escuro e apenas irradiado. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusao com
azul de tripan, a atividade mitocondrial por MTT, as altera¢des morfoldgicas por MEV.
Para analisar o tipo de morte celular utulizou-se os marcadores Anexina V e iodeto de
propidio e para avaliar o potencial de membrana mitocondrial o JC-1, para isso foram
obtidas as imagens por microscopia confocal e a fluorescéncia emitida pelos marcadores
foram quantificadas utilizando o software Imagel. Para analisar a producao de espécies
reativas de oxigénio utilizou-se o reagente HoDCF-DA e a fragmentagao de DNA foi
verificada pelo teste do cometa. Verificou-se a diminui¢cdo da viabilidade dos parasitas
bem como alteragdes na atividade mitocondrial. A TFD provocou alteragdes no potencial
de membrana mitocondrial das duas espécies, independentemente do tempo de anélise
(imediatamente ou 18 horas apds tratamento). A produg¢ao de ERO foi concentragao-
dependente e foi observada apenas nos grupos submetidos a TFD e a espécie L.
braziliensis apresentou maior produgdao de ERO que L. major, no entanto L. braziliensis
foi mais resistente que L. major quando analisada a viabilidade apds TFD. Os danos no
DNA também foram observados nas duas espécies, ¢ sugestivo que a apoptose prevaleceu
na espécie L. braziliensis. A morfologia das células foi afetada, principalmente na
concentracdo mais elevada de curcumina, deixando as células arredondadas e flagelo
encurtado. Os resultados apoiam o uso da curcumina como fotossensibilizador na TFD
contra c¢lulas de Leishmania. Foram testadas também nanoparticulas de BSA associada
a curcumina em amastigotas de L. braziliensis e L. major. Para isso macréfagos e
macrofagos infectados com Leishmanias foram incubados com a curcumina encapsulada
em BSA cationica e anionica. Foram realizados testes de viabilidade pelo método de
exclusdo com azul de tripan, onde foi verificado que apenas a concentragao 0,7 pmol. L
'da BSA-Cur catidnica demonstrou redugio na viabilidade das células e as concentra¢des
de 0,1 e 0,08 umol. L' da BSA-Cur anidnica reduziu a viabilidade das células, ja a
concentragdo de 0,7 umol. L' foi citotoxica. A andlise através da microscopia confocal
foi realizada para verificar se as nanoparticulas eram internalizadas pelos macréofagos e
pode-se verificar que as nanoparticulas cationicas e anidnicas se encontravam dentro dos
macrofagos e protozoarios. Por fim foi realizado teste de viabilidade com os fibroblastos



e verificou-se que as nanoparticulas ndo afetaram a viabilidade dessa linhagem celular,
no entanto a curcumina livre promoveu diminuicao da viabilidade dos fibroblastos apos
tratamento. Os resultados obtidos foram satisfatorios, demonstrando a capacidade das
nanoparticulas reduzirem a viabilidade das células em menores concentracdes do que a
curcumina livre.

Palavra-chave: Leishmania; terapia fotodinamica; curcumina; nanoparticulas.



EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY WITH CURCUMIN IN
PROMASTIGOTS AND NANOENCAPSULATED CURCUMIN IN
AMASTIGOTS OF Leishmania braziliensis e Leishmania major

ABSTRACT

Tegumentary leishmaniasis is a zoonotic disease, transmitted by female sandflies and
caused by protozoa of the genus Leishmania. It is considered by the WHO as a public
health problem that in recent years has shown a significant increase, both in the number
of cases and in geographic distribution. Conventional treatment is toxic and
contraindicated for patients who have some comorbidities and can cause several serious
side effects. In view of a non-aggressive treatment alternative, Photodynamic Therapy
has been studied, which consists of a non-invasive treatment that does not have side
effects and is easily accessible and uses low-cost substances such as curcumin. This study
aimed to evaluate the effects of free curcumin in promastigotes and nanoencapsulated
curcumin in amastigotes of Leishmania species. For this, the promastigotes were
incubated with free curcumin, divided into a dark and irradiated group, in addition to a
dark and only irradiated control group. Cell viability was evaluated by trypan blue
exclusion test, mitochondrial activity by MTT, morphological changes by SEM. To
analyze the type of cell death, the markers Annexin V and propidium iodide were used,
and to assess the mitochondrial membrane potential of JC-1, images were obtained by
confocal microscopy and the fluorescence emitted by the markers was quantified using
the Imagel software. To analyze the production of reactive oxygen species, the reagent
H2DCF-DA was used and DNA fragmentation was verified by the comet test. There was
a decrease in parasite viability as well as changes in mitochondrial activity. PDT caused
alterations in the mitochondrial membrane potential of the two species, regardless of the
time of analysis (immediately or 18 hours after treatment). The ROS production was
concentration-dependent and was observed only in the groups submitted to PDT and the
species L. braziliensis presented higher ROS production than L. major, however L.
braziliensis was more resistant than L. major when analyzing the viability after TFD.
DNA damage was also observed in both species, suggesting that apoptosis prevailed in
L. braziliensis. Cell morphology was affected, mainly at the highest concentration of
curcumin, leaving the cells rounded and flagellum shortened. The results support the use
of curcumin as a photosensitizer in PDT against Leishmania cells. BSA nanoparticles
associated with curcumin were also tested in amastigotes of L. braziliensis and L. major.
For this, Leishmania-infected macrophages and macrophages were incubated with
curcumin encapsulated in cationic and anionic BSA. Viability tests were performed by
the trypan blue exclusion method, where it was verified that only the concentration 0.7
umol. L' of cationic BSA-Cur demonstrated a reduction in cell viability at concentrations
of 0.1 and 0.08 umol. L' of the anionic BSA-Cur reduced cell viability, since the
concentration of 0.7 umol. L'! was cytotoxic. The analysis through confocal microscopy
was performed to verify if the nanoparticles were internalized by macrophages and it can
be verified that the cationic and anionic nanoparticles were found inside the macrophages
and protozoa. Finally, a viability test was performed with the fibroblasts and it was found
that the nanoparticles did not affect the viability of this cell line, however free curcumin
promoted a decrease in the viability of fibroblasts after treatment. The results obtained



were satisfactory, demonstrating the ability of nanoparticles to reduce cell viability at
lower concentrations than free curcumin.

Keyword: Leishmania; photodynamic therapy; curcumin; nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga zoonoética transmitida por fémeas de flebotomineos
e causada por 21 espécies diferentes de Leishmania, pertencente a familia
Trypanosomatidae (BASTOS et al., 2012). As diferentes espécies de Leishmania spp.
infectam uma variedade de animais, incluindo seres humanos (GOMES-SILVA et al.,
2008) sendo considerada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como um problema
de satide publica mundial.

Em mamifero, as leishmanioses sdao divididas em trés manifestagdes: Cutanea,
mucocutanea e visceral. A forma cutanea afeta a pele provocando ulceras em algumas
partes do corpo, como por exemplo: face, bragos e pernas, formando lesdes destrutivas.
Em alguns casos ha cicatrizacdo das lesdes, mas em outros podem ocorrer marcas
permanentes, ocasionando algum prejuizo social (CALVO-ALVAREZ et al., 2012).

A Leishmaniose tegumentar (LT) nos ultimos anos apresentou um aumento
significativo, tanto no numero de casos quanto na distribui¢ao afetando varios paises.
Segundo a OMS, em 2018, 92 paises foram considerados endémicos ou notificados de
leishmaniose tegumentar. Na América Latina, cerca de 940.396 novos casos foram
registrados no periodo de 2001 a 2017. Em 2019, 15.484 novos casos de LT (PAN
AMERIAN, 2020; BRASIL, 2021) foram notificados no Brasil, com L. braziliensis sendo
a espécie mais importante devido a sua ampla distribuicdo no territorio brasileiro
(ROUGERON et al., 2009; POSTIGO, 2010; HUSSAIN et al., 2018; MIRAHMADI et
al, 2018; BRASIL, 2021).

Um dos motivos para o aumento dos casos da leishmaniose esta relacionado as
mudancas climaticas. Trabalhos de Costa ef al. (2018) descreveram em seus estudos a
ocorréncia dos vetores de leishmaniose tegumentar em diversos municipios brasileiros e
a tendéncia € que o numero de casos aumente.

Outro fator importante ¢ a expansao urbana e o desmatamento. As ocupagdes
ilicitas comprometem o equilibrio ambiental natural e assim algumas doenc¢as podem
afetar a populagdo, principalmente as que se encontram em condi¢gdes de vida precarias.
Isso pode acontecer pela dispersdo de espécies vetores de LT nas areas urbanas

(KARIMKHANI et al., 2016).
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O tratamento convencional da leishmaniose cutanea ¢ baseado na administracao
oral, topica ou sistémica de farmacos a base de Antimonio. Ele ¢ contraindicado em
pacientes com doengas cardiacas e renais, pois apresenta diversos efeitos colaterais. E um
tratamento de longo prazo que pode falhar se ndo for seguido a risca (BILGIC-TEMEL;
MURRELL; UZUN, 2019; BRASIL, 2021) e além disso possui um custo elevado.

Para superar essas desvantagens, fica evidente a necessidade de aprofundar os
conhecimentos sobre a doenga, seus vetores e formas de contdgio, a criagdo de novos
mecanismos e politicas publicas de controle, com a devida orientagdo a populacao
exposta, além da necessidade iminente no desenvolvimento de novos tratamentos eficazes
e eficientes para a leishmaniose. Nesse sentido, varias estratégias de tratamento estdo
sendo estudadas, entre elas a Terapia Fotodinamica (TFD).

A TFD, um método que combina a utilizagdo de um fotossensibilizador (FS) nao
toxico, com luz em comprimento de onda capaz de excitar esse fotossensibilizador. Esta
reacdo forma espécies reativas de oxigénio (EROs), altamente toxico para os parasitas
(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004), as quais podem reagir com variedade de
moléculas, incluindo o colesterol, lipideos das membranas, proteinas, bem como bases de
acidos nucléicos (TESSAROLLO et al., 2010; RAGAS et al., 2013). Ela pode causar
danos nas biomoléculas provocando a perda da funcionalidade bioldgica apropriada,
levando a inativagdo da célula do parasito.

A TFD vem se mostrando uma alternativa eficaz para o tratamento de lesdes
dermatologicas, pois ndo € invasiva e nao apresenta efeitos colaterais como o tratamento
convencional com antimoniais pentavalentes. Além disso, a TFD pode ser uma
modalidade terapé€utica de facil acesso, com algumas substancias de baixo custo. No que
se refere ao FS, a curcumina tem-se mostrado uma alternativa para aplicagdo da TFD,
pois tem alto potencial de estimular a producdao de EROs e possui a capacidade de
interacado com moléculas do material genético (NAFISI et al., 2009; OGIWARA et al.,
2013; PINTO et al., 2016a).

Outra modalidade que vem sendo aplicada para otimizar a acdo da TFD ¢ a
associacao do FS a nanoparticulas, pois a utilizacdo das nanoparticulas tem demonstrado
a capacidade de otimizar a acdo dos farmacos, aumentando a eficacia da TFD,

melhorando a solubilidade e a entrega seletiva do FS (DEBELE; PENG; TSAI, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a resposta da TFD com Curcumina em promastigota de Leishmania major

e Leishmania braziliensis ¢ Curcumina nanoencapsulada em macrofagos infectados.

2.2 Especifico

V' Verificar a viabilidade dos promastigotas imediatamente apds a TFD por método de

exclusdao com azul de tripan;

V' Avaliar producio de Espécies Reativas de Oxigénio;

V' Verificar a via de morte celular utilizando os marcadores Anexina e iodeto de

propidio;

V' Avaliar o efeito genotoxico pelo teste cometa;

V' Verificar alteragdes morfologicas causadas logo apos a TFD;

V' Avaliar as alteragdes no potencial de membrana mitocondrial imediatamente e apos

18 horas utilizando o marcador JC-1;

V Verificar a viabilidade dos macrofagos e macréfagos infectados com amastigotas 18
horas ap6és a TFD com nanoparticulas BSA-Curcumina catidnica e aniOnica, por
método de exclusdo com azul de tripan;

V Verificar a viabilidade de fibroblastos apo6s 18 horas apds a TFD com nanoparticulas
BSA-Curcumina catidnica e anidnica, por método de exclusdo com azul de tripan;

V Verificar a internalizacio de nanoparticulas BSA-Curcumina catidnica e anidnica em

macrofagos e macrofagos infectados com Leishmanias;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmania

Protozoarios do género Leishmania pertencem a Familia Tripanosomatidae, da ordem
Kinetoplastida. A caracteristica que o faz pertencer a essa ordem ¢ a presenga do
cinetoplasto, estrutura derivada da mitocondria e que armazena o DNA mitocondrial
denominado de kDNA (SOUZA, 2008).

O kDNA ¢ composto de dois tipos de moléculas circulares conectados formando uma
rede, os minicirculos - codificam pequenos RNAs-guias que atuam na edicado de RNA e
o maxiciruclos que codificam rRNAs e proteinas mitocondriais (MORRIS et al., 2001).
Sua composicdo ¢ aproximadamente 5.000 - 10.000 de minicirculos com
aproximadamente 1,5 kb com sequéncias altamente variaveis (SHLOMAI, 2004;
MARTINS; ALEXANDRINO; GUIMARAES, 2010; TEIXEIRA et al., 2011),
entretanto existe uma regido bem conservada entre as espécies (cerca de 200pb) que pode
ser utilizado em diagnosticos (DISCH et al., 2005; SATOW et al., 2013; GRACA et al.,
2012). Os maxiciruclos sdo compostos por 40 — 50 copias de 20 a 40 kb (SHLOMAI,
2004; TEIXEIRA et al., 2011).

Além do cinetoplasto e outras organelas presentes em todas as células eucarioticas
convencionais, as Leishmanias possuem outras estruturas caracteristicas, como
megassomos, acidocalcissomos, glicossomos e bolsa flagelar (CONCEICAO-SILVA;
ALVES, 2014). Essas organelas estdo envolvidas em atividades metabdlicas como
endocitose e exocitose, replicacdo e obtengdo de energia. Algumas estruturas, como a
bolsa flagelar e megassomo, também podem conferir a esses parasitos a fungdo de defesa
nos processos da resposta imune do seu hospedeiro durante uma infeccdo (SOUZA;
SANT’ANNA; CUNHA-E-SILVA, 2009).

De acordo com Neves et al (2011) o tamanho da célula varia de acordo com as
espécies, mas as formas amastigotas sao arredondadas e seu tamanho fica em torno de 1,5
- 3,0x3,0 - 6,5 um. As formas promastigotas apresentam comprimento entre 16,0 e 40,0
um de comprimento por 1,5 - 3,0 um (largura) e o flagelo, frequentemente, ¢ maior que

o comprimento da célula.
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A figura 1 apresenta a morfologia do protozodrio e a identificacdo de algumas das

principais estruturas.

Figura 1 - Principais estruturas intracelulares das formas evolutivas de Leishmania. Em (A)
verificamos as formas Promastigotas e (B). Amastigota.
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Created in BioRender.com bio

Fonte: Autor — Criado no BioRender.com
3.2 Ciclo de vida

Os protozoarios Leishmania sdo considerados heteroxenos, isto €, precisam de
dois hospedeiros diferentes para completar o seu ciclo biologico: (1) fémeas de insetos
vetores hematdfagos da familia dos flebotomineos e (2) hospedeiro definitivo,
(mamiferos), entre eles os seres humanos (KAYE; SCOTT 2011).

Essa diferenga de hospedeiros confere aos parasitos diferencas morfoldgicas e
bioquimicamente distintas. De acordo com Cavalcanti et al. (2008) as posigdes das
estruturas do cinetoplasto e da bolsa flagelar podem definir as diferencas entre as duas

formas. Nos insetos encontramos as formas promastigotas, estas vivem no lumen do tubo
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digestorio e apresentam formas alongadas, possuem o flagelo fixado na bolsa flagelar.
Sao células moveis e ¢ a forma infectante. Nos hospedeiros vertebrados encontramos as
formas amastigotas, que sao células arredondadas sem flagelo aparente e que infectam
células do sistema mononuclear fagocitico do seu hospedeiro (NEVES et al., 2011).

A figura 2 mostra o processo de infeccdo entre os dois hospedeiros. No
invertebrado a infeccdo se da quando a fémea de flebotomineos pica o vertebrado
infectado e durante o repasto sanguineo ingere macrofagos infectados por amastigotas,
esses se diferenciam e multiplicam-se. A transmissao do inseto infectado para o mamifero
¢ realizada por meio da alimentagdo, que ocorre durante o processo de ingestao de sangue,
as formas promastigotas que vivem em seu interior sao regurgitadas e introduzidas no
local da picada, dando inicio ao processo de fagocitose pelos macréfagos (REY, 2008;

NEVES, 2011).

Figura 2 - Ciclo de vida de Leishmania sp.

Fonte: Figura adaptada de Global Health — Division of Parasitic Diseases, atualizada em 2020.
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3.3 Leishmaniose Tegumentar e vias de infeccio

A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenga do sistema fagocitico mononuclear
causada por diferentes espécies de Leishmania. As células alvo dos parasitas de
Leishmania sdo as células do sistema mononucleares fagocitario (SMF) do hospedeiro
vertebrado, principalmente os macrofagos (NEVES et al., 2011).

Leishmania major ¢ uma das responsaveis pela leishmaniose cutanea no Velho
Mundo. H4 estudos em paises como Afeganistao, Ira, Paquistdo, entre outros, nas regioes
da Asia e norte da Africa. Seu principal vetor é Phlebotomus papatasi. L. braziliensis é
uma espécie presente no Brasil e considerada importante, pois atinge diversas regides
brasileira e vem assumindo caracteristicas distintas no decorrer do tempo nos diferentes
biomas do pais, o principal vetor sao flebotomineos do género Lutzomia (ROUGERON
et al., 2009; POSTIGO, 2010; MARTINS; ALEXANDRINO; GUIMARAES, 2010;
NEVESetal.,2011; BRASIL, 2017; HUSSAIN et al.,2018; MIRAHMADI et al., 2018).

A LT ¢ considerada um problema de satde publica pela Organizagao Mundial da
Satde (OMS), principalmente nos paises tropicais com populagdes de baixo nivel
socioeconomico (FEASEY et al., 2010; DE VRIES et al/po 2015) sendo considerada uma
doenca negligenciada. Segundo dados do Brasil (2017) a distribuigdo mundial da LT ¢
ampla e os registros de casos nas Américas se estendem desde o extremo sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina, exceto Chile.

No mundo estima-se que em média, a cada ano cerca de 350 milhdes de pessoas
correm o risco de contrair a leishmaniose (BENTES et al., 2015). No Brasil, anualmente
sao notificados aproximadamente 35.000 novos casos e merece especial atengao por ser
uma infec¢ao dermatologica que pode produzir deformidades e ter um reflexo na vida
psicologica, social e econdmica do individuo (BRASIL, 2017).

O processo de infeccdo no hospedeiro vertebrado, se inicia com a inoculagao das
formas promastigotas durante o repasto sanguineo do inseto e substancias presentes em
sua saliva favorecem a infeccdo. Apds o processo de fagocitose as células, particulas
antigénicas sdo levadas aos linfonodos e apresentadas as células do sistema imune. Elas,
entdo, sdo estimuladas e migram para o sitio da infec¢do participando entdo do processo
inflamatério. Os parasitos internalizados pelos macrofagos, ficam dentro de um vactiolo

parasitoforo, entretanto as Leishmanias desenvolveram mecanismos de defesa capazes de
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driblar sua capacidade destrutiva, conseguindo sobreviver neste ambiente hostil e
multiplicam-se até a ruptura da célula, quando sdo liberadas para infectar outros
macrofagos (FORESTIER et al., 2011; LIU; UZONNA, 2012). Os promastigotas nao
internalizados sao destruidos no meio extracelular e as particulas antigénicas apresentadas
ao sistema imune. A evolucao da doenca para cura espontanea, formas autolimitadas ou
formas progressivas pode estar relacionada com a intensidade e qualidade da resposta
imune do hospedeiro (BRASIL, 2017).

Diversos sdo os mecanismos que facilitam a interagdo dos promastigotas com as
células hospedeiras. Entre eles estdo, principalmente, estruturas presentes na membrana
como, por exemplo, as lipofosfoglicanos (LPG) e a glicoproteina de superficie principal
(gp63). Essas estruturas facilitam a sua adesdo as células e o processo de fagocitose
(OLIVEIR et al., 2012; BARROS et al., 2012; LIU; UZONNA, 2012).

Neves ef al. (2011) destaca ainda que os LPG fornecem ao parasita a capacidade
de protegé-lo contra a producdo de espécies reativa de oxigénio (ERO) pelas células
hospedeiras e auxilia o processo de adaptacdo ao novo ambiente onde esta localizado e
também a protease gp63 pode atuar também degradando enzimas lisossomais. Além
desses processos a Leishmania ativa uma resposta imunoldgica mediada por linfocitos
TCD4 e THI (MURAILLE; LEO; MOSER, 2014) e para garantir sua sobrevivéncia no
macrofago a Leishmania pode suprimir a producao de IL-12 (GRAZIA et al., 2001; LIU;
UZONNA, 2012).

Existem outras caracteristicas que favorecem a invasdo e permanéncia dos
parasitos nas células hospedeiras. Alguns genes presentes nas Leishmanias atuam
conferindo resisténcia ao estresse oxidativo promovido pela célula hospedeira, como por
exemplo o Argininosuccinate Synthase (ASS) (SARDAR et al., 2016) e LABCG2
(SALINAS et al., 2013). Ha também o gene Ferro Superoxido Dismutase FeSO,
(MITTRA et al., 2017) esse gene além de promover a protecdo oxidativa, confere
viruléncia dos parasitos.

A leishmaniose apresenta uma variedade de manifestagdes clinicas associadas, e
esta relacionada a resposta imune do hospedeiro e das diferentes espécies de Leishmania
(SCOTT; NOVALIS, 2016), podendo ser classificadas de acordo com aspectos clinicos,

patologicos e imunologicos.
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A lesdo pode variar de Leishmaniose Cutanea (LC) caracterizada por formagao de
ulceras unicas ou multiplas na derme que evoluem para formas verrucosas ¢ a densidade
de parasitas no inicio da infec¢do ¢ alta nas bordas da ulcera, diminuindo com o passar
do tempo, quando a ulcera se torna cronica. Os principais agentes promotores de LC ¢ a
L. braziliensis, L guyanensis, L. amazonensis ¢ L. laisonsi (DESJEUX, 2004; NEVES et
al.,2011).

A variagdo de Leishmaniose Mucocutanea (LMC) caracteriza-se por lesdes
primarias, como as causadas por LC e depois evolui agredindo a mucosa das regides do
nariz, boca e laringe. Essa forma de manifestacdo pode levar meses ou anos apos a lesao
inicial primaria (COSTA et al., 2009; NEVES et al.,, 2011), outra caracteristica
relacionada a manifestacdo de LCM ¢ o exagero das respostas imunoldgicas das células
contra a Leishmania e a escassez de parasitos, esse processo pode promover a destrui¢ao
de tecido onde houver depdsito de particulas antigénicas (BRASIL, 2017).

A Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) acontece quando ulceras derivadas da LC
evoluem sem a resposta celular especifica para os antigenos de Leishmania. Isso faz com
que haja proliferacdo dos parasitos e dissemina¢do da infec¢do. Na auséncia de uma
resposta imune celular efetiva contra o parasito, este se multiplica sem controle,
aumentando o niimero de lesdes e expandindo sua distribui¢do na superficie corporal
(BRASIL, 2017).

Autores como Oliveira (2004) afirmam que a relacdo estabelecida entre parasito-
hospedeiro ¢ fator importante na manifesta¢do e gravidade da leishmaniose. Outro fator
importante para se levar em conta ¢ a distribuicdo geografica dos vetores de
leishmaniose.

Os vetores de LT, sao fémeas de flebotomineos do género Lutzomya apresentando

ampla distribuigdo no territorio brasileiro, conforme observa-se na figura 3.
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Figura 3 - Distribui¢@o das principais espécies de flebotomineos vetores da leishmaniose
tegumentar no Brasil, 2015

Lutzomyia migonei

® Lutzomyia whitmani
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Fonte: Brasil, 2017.

3.4 Diagnostico e Tratamento

Nao ha um método que seja considerado padrao para diagnosticar a LT. Varios
sdo os métodos, entre eles os aspectos clinicos e laboratoriais (VEJA-LOPEZ, 2003;
LEMRANI et al, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010). O primeiro passo ¢ o clinico
(GARCIA et al., 2004), onde sao observadas as caracteristicas da lesdo e dados da
anamnese do paciente. O diagnostico laboratorial consiste no método parasitologico,
visualizando os parasitos nas amostras coletadas, como escarificagdo, aspiragdo ou
biopsia da lesdo, por meio de ldminas coradas com Giemsa (BRASIL, 2017). Esses
métodos se mostram pouco sensiveis, ndo fornecendo maiores detalhes sobre a espécie e
tempo da lesdao (MARFURT et al., 2003 SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2007).

Outros métodos utilizados sdo o isolamento do parasito por cultura em meio
artificial ou animais experimentais. Andalises imunoldgicas, como intradermorreagdo de
Montenegro (IDRM), imunofluorescéncia indireta (IFI) e teste enzimatico (ELISA)

(BRASIL, 2017), mas estes também apresentam pouca especificidade.
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Outros testes estao sendo pesquisados para garantir a eficiéncia do diagnostico de
LT. Estes testes baseiam-se na técnica de biologia molecular, que possui alta
sensibilidade, pois utiliza o material genético da célula em questdo (FLOETER-
WINTER, 2004; REITHINGER, DUJARDIN, 2007; DEPLEDGE et al., 2009; VRIES et
al.,2015; TIWAN et al., 2017).

Entretanto, a escolha do teste de diagnostico dependerd muitas vezes da
infraestrutura disponivel e recursos da instalagdo de diagnostico e ndo na precisao do
diagnostico (VRIES et al., 2015).

No Brasil, o tratamento para LT foi iniciado pelo médico Gaspar Vianna, no ano
de 1912 (NEVES, 2011). O uso de medicagdo independe da espécie causadora (GOTO;
LINDOSO, 2010). Hoje em dia ainda faz uso da medicacdo adotada por ele e sdo
chamadas de drogas de primeira escolha. Fazem parte os antimoniais pentavalentes.
Existem dois no mercado, o N-metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato soédico
(Pentostam®).

Hé um protocolo estipulado pela OMS que define uma dosagem calculada em
mg/Kg/dia/Sb+5e ndo deve ultrapassar 3 ampolas e também varia de acordo com o tipo
de lesdo. A aplicagao € por via endovenosa (BRASIL, 2017).

Essa droga interfere no mecanismo bioenergético das formas amastigotas,
inibindo processos energéticos, reduzindo a producao de ATP e GTP (CHAI et al., 2005),
entretanto oferece muitas desvantagens e contraindicagdes como o uso em mulheres
gravidas e em pacientes com: insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica (BRASIL, 2017).

Foram desenvolvidos os antimoniais encapsulados em lipossomos na tentativa de
atenuar os efeitos e melhorar a agdao do farmaco, sua agao ¢ direta nos fagolisossomos dos
macrofagos apds a internalizagdo por endocitose (NEVES, 2011; BRASIL, 20017).

Os antimoniais pentavalentes, embora toxicos, ainda sdo utilizados como
farmacos de primeira escolha, e novas formulag¢des farmacéuticas estdo sendo exploradas
(BASTOS et al., 2016).

Nas situacdes em que o uso de antimoniais pentavalentes ndo sao indicados, fazem
a escolha da chamada drogas de segunda escolha, que sao as anfoterecinas, pentamedinas,

a miltefosina e a paromomicina (BRASIL, 2017).
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O protocolo estipulado pela OMS ¢ que essa droga deve ser aplicada por infusao
intravenosa lenta, num intervalo de 2 a 6 horas, A concentracao recomendada para infusao
¢ de 0,1 mg/mL (1 mg/10 mL) (BRASIL, 2017).

A anfotericina foi inicialmente utilizada como antifungico. Na Leishmania, atua
na associacdo ao ergosterol da membrana celular, provocando alteragdes na
permeabilidade da membrana do parasito, o que resulta a saida de ions que causam a
morte celular (DAMIANO et al., 2006; WILCOCK et al., 2013). Assim como os
antimoniais pentavalentes, foi desenvolvido também a anfotericina B lipossomal
(NEVES, 2011). Deve-se observar alguns cuidados para utilizacao de anfotericina B para
mulheres gravidas e a tolerancia individual de cada paciente.

De acordo com Bastos et al. (2016) os mecanismos de a¢ao das pentamedinas, a
miltefosina e a paromomicina ainda ndo estdo bem elucidados, ainda hé vérios estudos
sendo conduzidos.

Baseados nos tratamentos convencionais que apresentam alto custo e alta
toxicidade ao organismo do hospedeiro e as dificuldades operacionais, ha necessidade de
buscar novas alternativas para combater a leishmaniose tegumentar (NEVES et al., 2011).

Viérios estudos vém sendo realizados envolvendo terapias alternativas, como a
utilizacdo da crioterapia, apresentado por Layegh e colaboradores (2009), o estudo de
genes envolvidos na resisténcia aos medicamentos como os trabalhos de Tessarollo
(2015) e Kulshrestha (2014); Oliaee e colaboradores 2018, utilizando produtos naturais
como a quercetina demonstrada nos trabalhos de Neves (2016).

Outra alternativa que vem sendo muito explorada € a terapia fotodindmica (TFD).
Os resultados, tanto dos estudos in vivo (PELOI et al., 2011) como in vitro (CHANG et
al.,2012; PINTO et al., 2016a; 2016b), entre outros, apontam a TFD como um tratamento

promissor, visto que apresenta bons resultados.

3.5 Terapia fotodinamica - TFD

Os primeiros experimentos utilizando a Terapia fotodinamica (TFD) foram

realizados em meados de 1900 e a técnica vem sendo aperfeicoada e se fortalecendo como

uma das mais importantes técnicas médicas — terapéuticas, utilizadas para tratar diversas
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enfermidades, principalmente na area dermatoldgica (AKILOV et al., 2008; DAI;
HUANG; HAMBLIN, 2010; HONIGSMANN et al., 2012).

E uma modalidade de tratamento que representa uma alternativa interessante, pois,
mesmo apos varias aplicagdes ndo apresenta resisténcia ao farmaco utilizado (ENK et al.,
2003). Por se tratar de uma terapia ndo invasiva e que vem ganhando grande interesse no
mundo todo por oferecer ao paciente fatores que aumentam sua qualidade de vida,
apresenta bons resultados na 4rea dermatoldgica, como tratamento de acne, ceratose
actinica, fotorejuvenescimento, também se iniciou os estudos da sua aplicacdao para o
tratamento de LT (THISSEN; KUIJPERS; NEUMANN, 2005; XIANG WEN et al.,
2017). A TFD ¢ realizada em duas etapas, primeira ocorre a aplicacao do FS e depois a
irradiagdo para ativacdo do mesmo (ANDREEVA et al., 2010; ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010; LOPEZ et al., 2010; GARDNER et al., 2010; DUTTA; WAKI,
CHANG, 2011).

A associacao de um farmaco fotossensivel (FS), uma fonte de luz e o oxigénio
molecular € o principio basico da TFD. Apos absorver luz em comprimentos de onda
especifica, o FS ¢ excitado transferindo energia para o oxigénio molecular, gerando
espécies reativas de oxigénio por dois mecanismos distintos. Esses dois mecanismos
possuem o inicio do seu processo semelhante, em que o FS ao entrar na célula alvo e
recebendo a irradiacdo ¢ convertido do estado de energia fundamental do singleto (S0)
para o estado singleto excitado (S1), parte da energia ¢ perdida em forma de luz, calor e
a outra parte direciona uma molécula fotossensibilizadora para o estado tripleto excitado
(T1) ap6s sofrer cruzamento intersistemas. (KWIATKOWSKI ez al., 2018).

Reacdo do tipo I, onde o FS excitado (T1) transfere energia para as biomoléculas
proximas levando a formagado de radicais livres como como anion superédxido, peroxido
de hidrogénio e radicais hidroxila, levando ao estresse oxidativo, resultando na destrui¢do
das células. Na reacao tipo I (Figura 4), o FS no seu estado tripleto (T1) transfere energia
para o oxigénio molecular que est4 no estado tripleto fundamental (T0), ao absorver essa
energia o oxigénio molecular faz uma transi¢do para oxigénio singleto excitado (S1),
altamente citotoxico. Supde-se que a reacdo tipo Il € o processo que condiciona a
eficiéncia da TFD, pois ocorre de forma mais rapida que a reagdo do tipo I, entretanto nos
dois tipos de mecanismos dependem de alguns fatores importantes, como concentragao

de oxigénio, pH e estrutura do fotossensibilizador (CASTANO; DEMIDOVA.;
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HAMBLIN, 2006; ANAND et al., 2009; AGOSTINIS et al.,2011; MOREIRA et al.,
2012; BAPTISTA et al., 2017, KWIATKOWSKI et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas nos dois mecanismos
interagem com moléculas biologicas causando destruicdo celular. De acordo com
Fonseca et al. (2006) grande parte dos compostos organicos estd no estado singleto basico
(S0). Devido ao fato de o oxigénio molecular encontrar-se no estado tripleto, particulas
do fotossensibilizador excitadas ndo danificam as estruturas das células e reagem apenas

com moléculas de oxigénio dissolvidas no citoplasma.

Figura 4 - Diagrama de Jablonski- Adaptado mostrando reacéo do tipo II
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Fonte: Autor.

Diversos estudos vém sendo realizados, tanto in vitro como in vivo buscando
elucidar a a¢do e mecanismos da TFD como terapia alternativa para o tratamento de
leishmaniose cutanea. Estudos como o de Dutta et al. (2005) com aluminio cloro
ftalocianina — AIPhCI; Akilov et al. (2006); Aureliano et al. (2018) com o Azul de
Metileno — AM; Souza et al. (2017) com o acido 5-aminolevulinico — ALA; e Viana
(2018) utilizando aminoftalocianina 2 (PC2) para sensibilizagdo exdgena antes da
exposicao a luz vermelha observou a diminuicdo da viabilidade dos parasitas apoOs
irradia¢do, notaram também nesse estudo que cepas de L. amazonensis geneticamente
modificadas acumularam uroporfirina 1 (UROI1) e quando em contato com acido 5-

aminolevulinico (ALA) ocorreu a fotoinativacdo endogena de L. amazonensis, ou seja,
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uma fotoinativacdo induzida pelo acumulo de porfirina nessas células. Entretanto
abordam a importancia de maiores estudos para a eficiéncia da TFD.

Resultados semelhantes foram observados nos estudos de Song et al. (2011) e
Pinto ef al. (2011) em modelos in vitro e in vivo. Pinto e colaboradores, em 2016ab,
publicaram resultados positivos da TFD, observando boa internalizacao do FS testado e
ap6s ser submetido a irradiagdo observaram alteracdo na viabilidade e morfologia do
parasito.

Entretanto, sdo necessarios estudos que busquem elucidar a interagao do FS com
a célula e a acdo da TFD, para que a sua eficiéncia seja sobre os parasitas € nao sobre as
células hospedeiras. Além disso, ¢ importante também que a ativacdo dos processos
imunologicos seja esclarecida (AKILOV et al., 2007; DAI et al., 2009).

Outros autores, utilizando porfirinas e seus derivados em tratamento clinico,
relatam o sucesso na evolucdo de lesdes em pacientes tratados com TFD, como por
exemplo Gardlo et al. (2003); Enk ef al. (2003); Asilian e Davami, 2006 e de Sohl et al.
(2007).

Embora diversos estudos apresentem pontos positivos, Van Der Snoek et al.
(2008), afirma que nem toda a manifestacdo de leishmaniose pode ser tratada com TFD
e que estudos sobre o mecanismo de acao devem ser realizados.

Mesmo apresentando sucesso na aplicagdo, a TFD convencional pode apresentar
alguns obstaculos, como local especifico, equipamento entre outros. Nesse contexto,
alguns trabalhos buscam alternativas para estabelecer protocolos que utilizam a luz
natural para ativar o FS. Autores como Wiegell et al. (2008) e Enk et al. (2014) obtiveram
sucesso sem seus testes, utilizando a luz solar para ativar o FS.

Estudos de Nesi-Reis et al. (2017) descreveram que se o FS tiver um poder de
penetracdo celular e ndo se acumular no tecido, o efeito da TFD pode se tornar mais
eficaz. Entdo, conhecer as caracteristicas do FS e sua interacdo com o tecido, isto ¢, sua
especificidade e conhecer também a célula com a qual vai realizar a interagdo, auxilia na
escolha do mesmo, visto que esclarecer a interagdao do FS com a célula alvo, comprimento
de onda ideal e produzir produtos citotoxicos para otimizar a TFD bem como o processo
de inducdo da morte celular, ¢ fundamental para a escolha do mesmo (CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; AKILOV et al., 2008; ISSA; MANELA-AZULAY,
2010).
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As porfirinas (p.e. PpIX), fazem parte da primeira geracao de FS utilizado em TFD,
ela apresenta prolongada fotossensibilizacio e absor¢do na regido de 630 nm
proporcionando menor penetragcdo no tecido. Por isso foram desenvolvidas as clorinas,
que sdao derivados da porfirina reduzida, a fim de otimizar a TFD, pois as clorinas
absorvem em comprimentos de ondas maiores (660 a 690 nm) e apresentam rapida
eliminacdo do organismo. Ha destaque também para o &cido-5-aminolevulinico(ALA),
precursor natural da protoporfirina IX, que possui boa metabolizac¢ao pelas células. Outro
FS muito utilizado na TFD para inativacdo de micro-organismos € parasitos sao o0s
corantes, como ftalocianinas e Azul de Metileno (AM). O AM, além de possuir baixo
custo, ¢ um corante organico que apresenta absor¢cao no comprimento de onda de 660 nm
(RESHETNICKOV et al, 2000; IVANOV et al., 2000; WAINWRIGHT, 2004;
EVANGELOU et al., 2011; AURELIANO et al., 2018).

A curcumina € um tipo de corante e vem sendo testada como fotossensibilizador.
Ela ¢ um pigmento amarelo-alaranjado extraido do rizoma da Curcuma longa, conhecido
popularmente no Brasil por acafrdo da terra e ¢ amplamente utilizado na culinaria como
conservante e corante. Suas caracteristicas medicinais, como por exemplo, controle
microbiologico, propriedades antioxidativa e anti-inflamatoria, faz com que varios
estudos sejam realizados, inclusive sua acdo fotodinamica (AMMON; WAL, 1990;
DOVIGO et al., 2011; ARUJO et al., 2012; LEITE et al., 2014; PRIYADARSINI, 2014;
SORIA-LOZANO et al., 2015; VENIGALLA; GYENGESI; MUNCH, 2015; WIKENE;
BRUZELL; TONNESEN, 2015).

A curcumina possui caracteristicas que faz com que ela seja utilizada também para o
tratamento de cancer, como antimicrobiano e contra Leishmanias (ELLERKAMP et al.,
2016; PINTO et al., 2016a; BLANCO et al., 2017, SANTEZI; REINA; DOVIGO,
2018). Os estudos apresentados no tratamento de LT se mostraram uma boa alternativa
terapéutica, inviabilizando as células, promovendo danos morfoldgicos entre outros
(ARAUIJO et al., 2012; MENDONCA, 2012; CAMPOS et al., 2013; PINTO et al.,
2016a).

Outra caracteristica que vem sendo explorada com a utilizacdo da curcumina ¢ sua
capacidade de interagir com o material genético das células. Nafisi et al. (2009) que
observou a agregacao do acido nucleico apds a interagdo com a curcumina, Pinto (2016a)

também observou acumulagdo da curcumina no nucleo e no cinetoplasto. Interacao
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também observada por Ogiwara et al. (2013) que ao testar a agdo da curcumina verificou
que o sistema de reparo da célula da linhagem HeLa (Cancer cervical), U20S
(osteosarcoma), HT 1080 (fibrosarcoma) e HCT 116 (cancer colo retal) foi reprimido.
Outros estudos também foram realizados para se estabelecer a agao de danos no DNA das
células alvos, Kumar e¢ Bora (2013) descreveram em um estudo de revisdo que a
curcumina € capaz de se ligar ao sulco maior do DNA e pode agir como agente genotoxico
e antigenotoxico, dependendo do tempo e da concentracdo utilizados. Além disso, a
curcumina também ¢ capaz de induzir a formacao de ERO (YOSHINO et al., 2004), o
que faz com que os efeitos da TFD sejam potencializados.

O espectro de absor¢ao da curcumina esta na regiao espectral do azul, entre 375 — 475
nm (Fig. 5), que corresponde a luz azul (NASCIMENTO; SELLERA; RIBEIRO, 2016)
e o comprimento de onda de sua fotoativagdo corresponde ao mesmo absorvido por
biomoléculas implicando na sua utilizagdo em lesdes superficiais, caracteristica adequada
a TFD (HEGGE et al., 2011). Seu produto de degradacio ndo apresenta
fotossensibilidade e ¢ rapidamente excretado pelo corpo promovendo menor toxicidade
sistémica possivel e apresentando alta eficiéncia quantica para o evento fotoquimico
(FICKWEILER et al., 1999; ACKROYD et al., 2001; DETTY; GIBSON; WAGNER,
2004; KARMAKOVA et al., 2006), e alto coeficiente de absor¢ao, onde o comprimento
de onda da luz permanece energético o suficiente para produzir oxigénio singleto
(OCHSNER, 1997), podendo reagir eficientemente tanto com moléculas vizinhas como

com o oxigénio.



Figura 5 - Espectro de absorbancia da Curcumina Livre
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CAPITULO 1: UTILIZACAO DA CURCUMINA LIVRE EM
PROMASTIGOTAS DE Leishmania braziliensis e Leishmania major
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Fotobiologia aplicada a Saude
do IP&D — UNIVAP, em parceria com o Laboratorio de Dinamica de Compartimentos

Celulares e com o Laboratério de Biologia Molecular do Cancer, ambos na UNIVAP.

4.1 Cultivo dos parasitos

As cepas de Leishmania braziliensis (CTCP393) e Leishmania major (LV39),
foram mantidas em meio LIT (Liver infusion tryptose) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB), 2,5 mg. mL-'de hemina, 2% de urina estéril € 1% de Solugdo de

Penicilina/Estreptomicina. As cepas foram mantidas em estufa de crescimento a 26°C.

4.2 Fotossensibilizador

A curcumina, proveniente da empresa PDT-PHARMA®, Cravinhos-SP, cedida
pelo Laboratorio de Biofotonica Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC), USP Sao
Carlos, foi dissolvida inicialmente em dimetilsulfoxido - DMSO (0,1% do volume final)
em uma solucdo estoque de 10 mg. mL-' A partir dessa concentrag¢do e de acordo com
estudos anteriores, foram realizadas diluicdes em solucao salina tampao fosfato (PBS) de

1,35 mol L', 339 uM. mL!' € 85 uM. mL"! para utiliza¢do nos testes.

4.3 Terapia fotodinamica

Para os ensaios da terapia fotodinamica (TFD) os promastigotas foram incubados
com a curcumina diluida em PBS, por um periodo de uma hora, de acordo com os testes
realizados anteriormente, ao abrigo da luz, nas concentragdes citadas. Depois as amostras
foram centrifugadas e ressuspendidas em PBS. Para irradiacdo foi utilizada uma Biotable
(Biopdi/Irrad-Led) constituida de 48 LEDs, com poténcia de 3 W por LED, no
comprimento de onda de 450 nm, na dose de 8 J.cm™, irradiancia de 36 mW.cm™2, durante
222 segundos.

Para os testes os grupos foram divididos em:
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- Grupo controle (GC): que ndo recebeu nenhum tratamento

- Grupo Irradiado (GI): irradiado, sem a presenca do fotossensibilizador

- Grupo Escuro (GE): incubado com o fotossensibilizador e sem irradiagao
- Grupo TFD: incubado com o fotossensibilizador e irradiado

Foram realizados trés ensaios e cada ensaio realizado em triplicata.

ApOs os respectivos tratamentos foram realizados os testes de viabilidade pelo
método de exclusdao por Azul de Tripan; dosagem da producao de espécie reativa de
oxigénio por fluorescéncia; identificagdo de apoptose e necrose com Anexina V/lodeto
de propidio; verificacdo de danos no DNA pelo teste do Cometa; analise morfoldgica
utilizando Microscopia Eletronica de Varredura (MEV); avaliacdo do potencial da

membrana mitocondrial utilizando o teste JC-1.

4.4 Método de viabilidade por exclusdo com Azul de Tripan

Foram utilizados 10 pl da cultura de parasitos dos grupos GC, GI, GE e TFD, sendo
adicionado a 90 pl do Azul de Tripan 0,2% (Sigma®), interagindo por 10 minutos. Apos
homogeneizagado os parasitos foram contados em camara de Neubauer. Esse teste permite
separar os parasitos vivos dos mortos, pois células viaveis ndo permanecem coradas pelo
azul de tripan, ja as células mortas ficam coradas. Os ensaios foram realizados em
triplicatas em trés ensaios separados € a porcentagem de células vivas foi obtida pela
equacao 1:

Equacédo 1 Calculo para obter a viabilidade celular:
Total de célula vivas*100

Total de células contadas

4.5 Avaliacio da viabilidade por atividade mitocondrial por teste MTT

A atividade mitocondrial dos promastigotas e das células infectadas, foi verificada
pelo teste de MTT, que consiste na degradacao do sal de MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromide]) em cristais de Formazan, pelas células viaveis.
Apos a interagcdo com o FS, e os tratamentos de TFD foi adicionado a cada pogo 200 pL

de MTT diluido em PBS (5 mg/mL), suavemente agitado e incubado por 4h a 26°C.
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Apo6s o tempo de incubagdo as amostras foram centrifugadas e retirada a solugao
de MTT e entdo adicionado 200 pL de DMSO para a solubilizagdo dos cristais de
formazan e distribuidos em placa de 96 pogos agitada vigorosamente. O teste foi
finalizado medindo a densidade Optica em um leitor Espectrofotometro (Biotek®
Sinergy HT) em 570 nm. Os ensaios foram realizados em quintuplicatas em dois ensaios
separados e os valores de absorbancia obtidos foram transformados em porcentagem de

atividade mitocondrial em relacdo ao controle utilizando a seguinte formula 2:

Equacdo 2 Calculo para verificar a atividade mitocondrial:

Atividade mitocondrial = (células tratadas — branco) *100

(controle — branco)

4.6 Dosagem da producio de espécies reativa de oxigénio

Para medir a produgdo de espécies reativas pelos promastigotas de L. braziliensis €
L. major foi realizado o seguinte procedimento:

Apos o experimento da TFD, os grupos foram divididos em grupos marcados com
H>DCF-DA (Molecular Probes®-Thermo Fisher) e grupos nao marcados com HoDCF-
DA, apenas mantidos em PBS. As amostras foram entdo incubadas por 30 minutos com
uma solu¢do de 20 uM do HoDCF-DA previamente preparada em DMSO e depois diluida
em PBS. Depois desse intervalo, as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em
PBS para ser realizada a irradiagdo. Os grupos GC e GE foram marcados nas mesmas
condigdes citadas e mantidos ao abrigo da luz. A intensidade de fluorescéncia foi medida
em unidades arbitrarias, usando o equipamento Synergy HT Leitor de microplacas multi-
detecao com excitacdo a 485 nm e emissdao a 530 nm. Para o célculo da intensidade de
fluorescéncia subtraiu-se o valor emitido do grupo marcado pelo valor emitido do grupo
nao marcado. A diferenga de intensidade da fluorescéncia foi considerada diretamente

proporcional a EROs acumulado.
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4.7 Identificacdo de morte celular com Anexina V e lodeto de Propidio

A identificag¢do de células apoptodticas e necrdticas foi avaliada qualitativamente
por microscopia confocal utilizando microscopio confocal Zeiss LSM 700, com menor
interferéncia do sinal da curcumina. Para tal, apés a TFD foi realizada marcacdao com
Anexina V, marcador que se liga em membranas tipicamente desorganizadas durante o
processo apoptotico, € iodeto de propidio (IP) que € capaz de penetrar células com
permeabilidade alterada, situagdo comumente observada no processo de necrose.

Para esse teste foi realizada a TFD na concentragio de 339 e 82 umol. L' ¢ apds

18 horas, os parasitos foram marcados com kit Cell Apoptosis Kit with Annexin V FITC
and PI (Thermofisher) segundo protocolo do fabricante e incubadas durante 15 minutos
em temperatura ambiente. A seguir as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas
em tampao de ligacao diluido 1x por 5 minutos e apods centrifugadas e ressuspendidas
em paraformaldeido 4%. As laminas foram montadas com ProLong™ Live Antifade
Reagent, for live cell imaging (Thermofisher) e analisadas em microscopio confocal
Zeiss LSM 700, considerando para a Anexina V excitacdo em 494 nm e emissdao em 518
nm e para o lodeto de propidio a excitagdo em 535 nm e emissao em 617 nm. As imagens
foram analisadas pelo software Imagel, quantificando a fluorescéncia emitida pelo

marcador.

4.8 Ensaio do Cometa

A técnica do Cometa ¢ um ensaio de grande sensibilidade para a deteccdo de
varios tipos de danos no DNA induzidos por compostos mutagénicos e genotoxicos.
Como o DNA tem carga negativa, ao aplicar uma corrente elétrica, se 0 mesmo estiver
danificado ele migra para fora do ntcleo, ficando com um aspecto de cometa (cauda),
pois DNA integro nao consegue migrar para fora do nucleo (SCHERER;
STROHSCHOEN, 2013).

Para isso, 18 horas apos tratamento as células foram diluidas e inclusas em gel de
agarose (baixo ponto de fusdo 0,8%) sobre uma base também de agarose (ponto de fusao
normal 1,5%). Depois as amostras foram mantidas em solugdo de lise (2,5 M NaCl, 100

mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 ¢ 10% DMSO; pH 10) e mantidas a 4°C ¢
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protegidas da luz. Apos esse periodo foi realizada trés lavagens com tampao de corrida
gelado (10M NaOH, 0,2 M EDTA — pH 13.5), entdo as bases com as amostras foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese preenchida com tampao de corrida a
um nivel superior as amostras ¢ mantidas por 30 minutos a 4°C, e em seguida foi realizada
a corrida.

Depois as amostras foram lavadas trés vezes, cinco minutos cada lavagem, em
tampao neutralizante a 4°C (0,4 M Tris com pH 7,5). As laminas foram montadas com os
recortes de gel com as amostras e coradas com DAPI (5 pg.ml!) e levadas ao microscopio
confocal. Utilizando o programa Open Comet foram analisadas um total de 100 células
de cada grupo e analisadas pelo padrdo de scores (de 0 a 4) de acordo com o tamanho e
intensidade da cauda do cometa, que representa o nivel de fragmentacdo do DNA,

indicando o grau de lesdo sofrido pela célula.

4.9 Analise morfologica - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

ApOs a realizacao da TFD os grupos foram fixados em uma solugdo contendo
glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4%, tampao cacodilato 0,1 M, cloreto de calcio 1
mM e agua de osmose reversa. Posteriormente foi realizado o preparo das amostras.

Tratou-se as laminulas com poli-L-lisina por 30 minutos, para a adesao das
células. As amostras fixadas foram centrifugadas por 10 minutos e ressuspendidas em
tampao cacodilato 0,1 M e centrifugadas novamente. O tampao foi retirado, deixando
apenas um volume suficiente para as amostras serem espalhadas sobre as laminulas onde
permaneceram overnight, entdo as laminulas foram colocadas em uma placa de 24 pogos.

As placas foram centrifugadas e lavadas com tampao cacodilato trés vezes. Depois
as amostras foram pos fixadas com solucdo de 6smio. Em seguida, foram lavadas
novamente com tampao cacodilato 0,1 M por trés vezes com intervalo de 10 minutos
entre cada lavagem. Foi entdo realizada a desidratagdao com dalcool por 15 minutos na
sequéncia de 70%, 90% e 100%, sendo a ultima por quatro vezes. Para finalizar foi
adicionado uma gota de Hexamethyldisilazane (HDMS) e as placas foram colocadas na
estufa a 50°C para secagem das amostras.

As laminulas foram montadas em suportes de aluminio (Stubs) e metalizadas no

equipamento K550X Emi-Tech, promovendo a cobertura das amostras por uma fina
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camada de ouro para promover a condutividade dos feixes de elétrons do microscopio.

As imagens foram obtidas utilizando o microscopio da Zeiss - EVO MAT10.

4.10 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial com JC-1

O corante JC-1 ¢ utilizado como um indicador de alteracdo no potencial de
membrana mitocondrial (Aym) e utilizado como uma sonda que separa, por codigo de
cor, duas populagoes, evidenciando mitocondrias de alto potencial de membrana, em
vermelho — onde sdo formados os agregados J, e as de baixo potencial em verde — onde
encontramos os mondmeros do corante JC-1, e as de baixo potencial em verde
(CARREIRA, 2008).

A avaliagdo do potencial de membrana com JC-1 foi realizada utilizando reagente
JC-1 Dye - Mitochondrial Membrane Potential Probe (Thermofisher) na concentragdo de
10 pg. mL! durante o periodo de 15 minutos em temperatura ambiente. Apos a marcagao
as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em paraformaldeido 4% e colocadas
em laminulas com poli-I-lisina € montadas com ProLong™ Live Antifade Reagent, for
live cell imaging (Thermofisher) e imediatamente avaliadas em microscopio confocal
Zeiss LSM 700, considerando para o mondmero a excitagao de 488 nm e emissdao 530 nm
e para o agregado J excitacao 555 nm e emissdo 590 nm A quantificag¢do da fluorescéncia
do marcador foi realizada pelo software Imagel. Foram realizadas leituras imediatamente

ap6s a TFD e apos 18 horas de tratamento.

4.11 Analise de fluorescéncia

Para realizar as leituras de fluorescéncia emitidas pelos marcadores Anexina V,
Iodeto de Propidio e 0 JC-1, as imagens obtidas no microscopio confocal foram analisadas
pelo software Imagel. Seguindo os seguintes comandos: Image — Overlay — Flatten, para
realizar a sobreposi¢do e achatamento das imagens; depois ¢ necessario selecionar cada
célula individualmente para obtencdo da média da fluorescéncia de cada marcador que ¢
obtido pelo comando: Image — crop comando Analyse — Histogram — RGB.

Anotar o valor da média da fluorescéncia emitida, onde Green para analisar

fluorescéncia verde e Red para fluorescéncia vermelha.
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4.12 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad, versao 7.04
(GraphPad Software, Inc., LalJolla, CA, EUA). As comparacdes dos grupos foram feitas
usando ANOVA de um fator e o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os dados
foram expressos como média aritmética + desvio padrao. Os valores foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p foi < 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular pelo método de exclusido por Azul de Tripan

O teste de exclusao foi realizado imediatamente ap0s a terapia. Verificou-se que em
todas as concentracdes testadas nos grupos TFD houve uma reducdo na viabilidade
celular quando comparados com o grupo controle e a diferenca foi estatisticamente
significativa em ambas as espécies (p<0,05). Na cepa de L. braziliensis (Fig.6) verificou-
se diminui¢do de 60,61% na concentragdio de 1,35 mmol. L' apos TFD; nas
concentragdes 339 umol. L' e 85 umol. L', houve uma diminui¢do de 51,56% ¢ 35,51%
respectivamente. Na cepa de L. major (Fig. 7) foi verificado diminuigdo na viabilidade
nas concentra¢des de 1,35 mmol. L' de 91,77%, e nas concentragdes de 339 pmol. L' e
85 umol. L' uma redu¢do de 79,33% e 71,7%, respectivamente, no grupo TFD. Nos
grupos apenas tratados com o FS ndo foi verificado diferenca estatistica na viabilidade
celular dos parasitos quando comparados com o grupo controle, assim como o grupo

apenas irradiado
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Figura 6 - Analise da viabilidade de promastigotas de L. braziliensis imediatamente apos a terapia
fotodindmica com curcumina. As diferengas estatistcas estdo assinaladas com simbolos: (*) para
comparacdo dos grupos com o controle; os simbolos (#) mostram as diferengas dos grupos com
os seus respectivos controles. As diferencas estatisticas foram obtidas pela analise de variancia
(ANOVA =p=<0,05)
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Figura 7 - Analise da viabilidade de promastigotas de L. major imediatamente apds a terapia
fotodindmica com curcumina. As diferengas estatisticas estdo assinaladas com simbolos: (¥) para
comparacdo dos grupos com o controle; os simbolos (#) mostram as diferencas dos grupos com
os seus respectivos controles. As diferengas estatisticas foram obtidas pela analise de varidncia
(ANOVA =p=<0,05)
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5.2 Analise da Atividade Mitocondrial pelo teste MTT

A andlise do MTT (fig. 8 e 9) mostrou que em ambas as espécies incubadas com
a concentracdo de 1,35 mmol. L' (escuro e irradiado), a atividade mitocondrial foi maior
e estatisticamente significativa em relacdo aos grupos controle. O grupo controle
irradiado apresentou baixa atividade mitocondrial, assim como o0s grupos escuro e

irradiado, a 339 ¢ 85 umol. L'!

Figura 8 - Avaliagdo da atividade mitocondrial pelo teste de MTT, imediatamente apos a terapia
fotodindmica com curcumina, em promastigotas de L. braziliensis. As diferengas estatisticas sdo
marcadas com simbolos (* em comparagdo com o controle de escuriddo; # em comparagdo com
o controle de luz). (ANOVA = p<0,05).
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Figura 9 - Avaliagdo da atividade mitocondrial pelo teste de MTT, imediatamente apos a terapia
fotodindmica com curcumina, em promastigotas e L. major. As diferencas estatisticas sdo
marcadas com simbolos (* em comparagdo com o controle de escuriddo; # em comparagdo com
o controle de luz). (ANOVA = p<0,05).
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5.3 Dosagem da producio de espécie reativa de oxigénio

Esse teste demonstrou alta produgdo de espécie reativa na maior concentracao do FS
utilizado, mostrando  efeito  dose  dependente, com a  captagdo de
fluorescéncia decrescendo com as menores concentragdes. No grupo controle e os grupos
escuros nao houve emissdo da fluorescéncia.

Essa resposta mostra que a TFD associada a curcumina causa o aumento do nivel
de producao de espécies reativas de oxigénio. Verificou-se que na espécie L. braziliensis
(Fig. 10) houve diferenca estatistica significativa em relagdao ao grupo controle na TFD e
também no grupo apenas irradiado, mostrando a produ¢ao de ERO. Demonstrando que a
luz interfere no processo oxidativo da célula. J4 em L. major (Fig. 11) os niveis de
fluorescéncia foram menores que em L. braziliensis, entretanto o comportamento foi o
mesmo, com excegao do grupo apenas irradiado, que nao apresentou diferenga em relagao

ao controle.
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Figura 10 - Quantifica¢do de espécies reativas de oxigénio em promastigotas de L. braziliensis
apos a terapia fotodinamica com curcumina. As diferengas estatisticas estdo sinalizadas com o
simbolo * comparando com o grupo controle e # comparando o grupo escuro com o grupo
irradiado. As diferengas estatisticas foram obtidas pela analise de variancia (ANOVA = p<0,05).
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Figura 11 - Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio em promastigotas de L. major ap6s a
terapia fotodinamica com curcumina. As diferencas estatisticas estdo sinalizadas com o simbolo
* comparando com o grupo controle. As diferengas estatisticas foram obtidas pela analise de
variancia (ANOVA = p<0,05).
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5.4 Identificacdo de morte celular com Anexina V e lodeto de Propidio

O teste de exclusdao com azul de tripan demonstrou reducao na viabilidade celular,

ap6s a TFD e também se verificou que a producdo de espécies reativas de oxigénio ¢
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proporcional a concentra¢do do FS, portanto, foi realizado o teste de andlise das vias de
morte celular por Anexina V e lodeto de Propidio.

A anélise foi feita nos grupos TFD nas concentra¢des de 339 ¢ 85 pmol. L', que
apresentaram menor interferéncia da fluorescéncia da curcumina, pois esta possui o
espectro de emissdo muito proximo ao marcador utilizado. Por meio dos valores obtidos
pelo software Imagel (Fig.12A) e por imagens do microscopio confocal (Fig. 12B) foi
possivel verificar que na espécie L. braziliensis houve predominio de morte celular por
apoptose, marcado pela Anexina V em ambas as concentragdes. O comportamento de L.
major (Fig. 13A e 13B) foi diferente, demonstrando que na concentra¢do de 339 pmol.
L' predominou morte celular por necrose, marcado pelo lodeto de Propidio e¢ na
concentra¢do de 85 umol. L' houve morte celular por apoptose, apesar dos valores da

fluorescéncia emitida serem discretos.
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Figura 12 Avalia¢do da morte celular por marcagdo com Anexina V e IP em promastigotas de L.
braziliensis apos terapia fotodinamica com curcumina. Em (A) é apresentado os valores obtidos
pelo software ImageJ e em (B) as imagens obtidas pelo microscopio confocal Zeiss LSM 700. As
diferengas estatisticas sdo marcadas com simbolos: (* em comparagdo com o controle de
escuriddo; # em comparagdo com o controle de luz; ° em relagdo a em relagdo a mesma
concentracdo) (ANOVA = p<0,05).
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Figura 13 - Avalia¢ao da morte celular por Anexina V e coloragdo de PI em promastigotas
de L. major, ap0s terapia fotodindmica com curcumina. Em (A) ¢ apresentado os valores
obtidos pelo software Imagel] e em (B) as imagens obtidas pelo microscopio confocal
Zeiss LSM 700. As diferencas estatisticas sao marcadas com simbolos: (* em comparagao
com o controle de escuridao; # em comparagao com o controle de luz; ° em relagdo a em
relagdo a mesma concentragao) (ANOVA = p<0,05).
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5.5 Teste do Cometa

Por meio do teste do cometa pode-se verificar que na espécie L. braziliensis (Fig.
14) houve arraste nos grupos tratados apenas com o FS e nos grupos submetidos a TFD ¢
possivel notar que o arraste foi maior.

Em L. major (Fig. 15) o maior arraste aconteceu nos grupos submetidos a TFD. No

grupo apenas com o FS ndo ¢ observado diferenca estatistica em relacdo ao
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controle. Esses resultados corroboram com os estudos realizados pelo grupo (PINTO et

al., 2016a) que demonstra agregacao da curcumina com o material genético.

Figura 14 - Avaliagdo da fragmentacdo do material genético pelo teste do cometa em
promastigotas de L. braziliensis apds exposi¢do a TFD com curcumina. Os parametros de
comprimento da cauda e porcentagem de DNA na cauda foram analisados. As diferengas
estatisticas sdo marcadas com simbolos (* em compara¢do com o controle escuro; # em
comparagdo com o controle irradiado; ® em comparagdo com em relagcdo a mesma concentragdo).
(ANOVA = p<0,05).
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Figura 15 - Avaliagdo da fragmentacdo do material genético pelo teste do cometa em
promastigotas de L. major ap6s exposi¢do a TFD com curcumina. Os parametros de comprimento
da cauda e porcentagem de DNA na cauda foram analisados. As diferencas estatisticas sdo
marcadas com simbolos (* em comparagdo com o controle escuro; # em comparagdo com 0
controle irradiado; ° em comparac¢do com em relagdo a mesma concentragdo). (ANOVA p<0,05).
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5.6 Analise morfologica - Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Na andlise morfologica realizada ap6s a TFD utilizando imagens obtidas pela
técnica de MEV pode-se observar que todos os grupos tratados com TFD apresentaram
alteragdes morfoldgicas. Nos grupos tratados apenas com FS e no grupo apenas irradiado
a morfologia manteve-se semelhante ao grupo controle. Esse resultado pode ser
observado nas duas espécies de Leishmania. Em L. braziliensis (Fig. 16) verifica-se que
na concentragdo de 1,35 mmol. L! do grupo TFD o parasita apresentou maiores
alteragdes, além do tamanho reduzido apresentou caracteristica disforme e encolhimento
do flagelo. Em L. major (Fig. 17) nota-se que em todos os grupos tratados com TFD a
morfologia do parasita foi afetada de maneira mais acentuada, pois todas as células desses
grupos apresentam-se irregulares, com tamanho reduzido assim como diminui¢do ou

auséncia do flagelo.
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Figura 16 - Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura de promastigotas de L.
braziliensis, onde pode-se verificar os danos causados pela TFD. Mag 5000 K.x.
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Figura 17 - Micrografia obtida por microscopia eletronica de promastigotas de L. major, onde
pode-se verificar os danos causados pela TFD. Mag 5000 K x.
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5.7 Analise do Potencial de Membrana por JC-1

Para avaliar o efeito da TFD nos promastigotas, foi realizada a analise do potencial
de membrana mitocondrial (Aym) utilizando o marcador JC-1 em dois momentos
distintos: imediatamente apds a TFD e 18 horas apds. A andlise do Aym foi realizada
medindo a razdo de fluorescéncia vermelho/verde do marcador JC-1, considerando o
controle nao tratado como 100% (MONZOTE et al., 2015; SEGAT et al., 2019). Em L.
braziliensis houve perda de Aym nas promastigotas expostos a 1,35 mmol. mL!
(escuro/irradiado) e curcumina 339 uM. mL! controle escuro, quando a anlise foi
realizada imediatamente ap6s a TFD. No entanto, a hiperpolarizagdo foi detectada no
controle irradiado (razao de fluorescéncia foi cerca de 5 vezes maior do que o controle) e
nos tratamentos TFD com curcumina a 339 pmol. L' e 85 pmol. L' (Fig. 18A). Em L.
major (Fig. 19A) o tratamento com curcumina a 1,5 mmol. mL™" e 85 pmol. L' reduziu
Aym independentemente da irradiagdo, e nos tratamentos com curcumina a 339 pmol. L~
!, a TFD resultou em um aumento de Aym em comparag¢do com o controle escuro da
curcumina. Em L. braziliensis, os resultados da analise feita 18 horas apos a TFD (Fig.
18B) mostraram que no controle irradiado o Aym foi menor do que no controle ndo
tratado, o que também ocorreu em todos os tratamentos com curcumina no escuro €
também no 85 pmol. L' grupo irradiado. Nos grupos TFD, a razdo de fluorescéncia
vermelho/verde foi maior do que o respectivo controle escuro da curcumina, sugerindo
que as mitocondrias das células restantes estavam ativas e exibindo hiperpolarizacao da
membrana. Esse padrao também foi encontrado em L. major (Fig. 19B), com excecao dos
tratamentos com curcumina a 1,35 mmol. L', que induziu a despolariza¢do da membrana
mitocondrial mesmo apds 18 horas de tratamento. Além disso, em L. major, o tratamento

de controle de luz induziu a hiperpolarizacdo da membrana.
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Figura 18 - Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial (Aym) com JC-1 em L.
braziliensis. Imediatamente apds a TFD: em (A) e 18 horas ap6s a TFD: em (B). As diferengas
estatisticas sdo marcadas com simbolos (* em comparagdo com o controle escuro; # em
comparacgdo com o controle de luz; © em compara¢do com a mesma concentragdo). (ANOVA =
p<0,05).
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Figura 19 - Avaliagdo do potencial da membrana mitocondrial (Aym) com JC-1 em L. major.
Imediatamente apds a TFD: em (A) e 18 horas apds a TFD em (B). As diferengas estatisticas sdo
marcadas com simbolos (* em compara¢do com o controle escuro; # em comparagdo com 0
controle de luz; ° em comparagdo com a mesma concentragdo). (ANOVA = p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo foi observado que a TFD associada a curcumina foi capaz de causar
morte das células nas duas espécies de Leishmania tratadas e com resultado concentragao-
dependente como demonstrado pelo teste de exclusdao por azul de tripan. Nesse teste
verificamos que a espécie L. braziliensis se mostrou mais resistente que a espécie L. major
quando analisadas imediatamente apos o tratamento. Em ambas as espécies nas
concentragdes de 1,35 mmol. L! a viabilidade foi afetada significativamente ficando em
torno de 20,20 % para L. braziliensis e 4,5 % de L. major. Esses dados demonstram que
imediatamente apos a TFD os parasitos entram em processo de morte, entretanto os
resultados sdao diferentes quando analisados apds 18 horas de tratamento, como
demonstrado por Pinto e colaboradores (2016a), com taxa de morte préxima de 0 % para
a mesma concentragdo em L. braziliensis ¢ 10 % para L. major. Leite et al. (2014),
também demonstraram a a¢gdo antimicrobiana da curcumina € que sua associacao com a
luz traz excelentes resultados. Os beneficios da acdo da TFD foram verificados
independente do FS utilizado, utilizando Clorina E6 (PINTO et al., 2016b) e Azul de
Metileno (PINTO et al., 2017), sendo que em ambos os testes L. braziliensis se mostrou
mais sensivel que L. major.

E conhecido que a curcumina tem demonstrado um produto leishmanicida por
suas diversas caracteristicas farmacologicas, mas se destaca por sua agdo
oxidativa. Basmaciyan e Casanova (2019) demonstrou sua capacidade de atuar na
producdao de EROs e causar efeitos danosos as células dos protozoarios, incluindo a
alteracdo na permeabilidade da membrana e liberacao de proteinas pro-apoptoéticas. No
presente estudo observou-se maior produ¢dao de EROs nos grupos submetidos a TFD e,
assim como no teste de viabilidade por azul de tripan, o efeito foi dose-dependente
enquanto, nos outros grupos nao houve ou foi muito baixa a producdo de EROs. Nota-se
ainda que na espécie L. braziliensis os niveis de EROs foram muito mais evidentes do
que em L. major. Diferentes espécies, embora morfologicamente semelhantes,
apresentam particularidades, inclusive causando diferentes manifestagdes clinicas, com
L. major causando manifestacdo cutanea e L. braziliensis, mucocutanea. Dessa forma,
por causa das diferencas metabolicas e fisiologicas, espera-se observar respostas

diferentes, como observado nesse estudo. Na literatura foi descrito como diferentes
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espécies modulam, por exemplo, a resposta de macrofagos a TFD (SILVA et al., 2015;
NEGRAO et al., 2019) ou mesmo a produgio de 6xido nitrico por macroéfagos infectados,
(MAKSOURI et al, 2017) além de evidéncias em estudos utilizando estratégia
metabolomica evidenciarem que diferentes espécies de Leishmania apresentam diferentes
respostas metabolicas (VICENT et al., 2015; WESTROP et al., 2015). Rogers et al.
(2011) estudando o genoma de populagdes de Leishmanias, demonstraram que as
mutacdes cromossdmicas, como aneuploidia, podem estar relacionadas a resposta ao
estresse sofrido pelos protozoarios enquanto SILVA et al. (2017) observaram que o
estresse oxidativo causa a morte de parasitas, no entanto, como as células sobreviventes
proliferam, isso indica que as Leishmanias possuem um sistema eficiente contra danos
oxidativos. Os dados obtidos nesse estudo permitem inferir que niveis elevados de EROs
podem causar danos nas cé¢lulas, que estao envolvidos na reducao da viabilidade celular,
alteracOes morfologicas, alteragdes no potencial de membrana mitocondrial (Aym), entre
outros. Segundo Basmaciyan e Casanova (2019), diferentes estimulos como espécie
reativas de oxigénio podem induzir quadro similar a apoptose em mamiferos, podendo
causar arredondamento das células, encolhimento, alteracdes mitocondriais e
fragmentacdo do DNA. Essas informagdes podem ajudar a entender os resultados obtidos
neste estudo, onde observamos a morte dos parasitos por apoptose € também alguns tragos
de necrose, como aconteceu com L. major no grupo TFD na concentracao de 85 pmol. L
I utilizando de estimulos como a TFD, formando espécies reativas de oxigénio e
modificando as caracteristicas fenotipicas das células como a alteragdo mitocondrial,
encurtamento celular, fragmentacao do material genético.

A Anexina V ndo ¢ um marcador especifico para verificar apoptose em
Leishmania, mas um marcador de alteragdes na membrana plasmatica. A Anexina V liga-
se a fosfatidilserina, uma molécula que nas células nao apoptoticas esta localizada no lado
interno da membrana plasmatica. (KATHURIA et al., 2014) e o IP penetra na célula
quando a permeabilidade da membrana plasmatica ¢ afetada, situacdo observada na
necrose. Segundo Basmaciyan e Casanova (2019), aobserva-se morte celular por
apoptose quando ha presenca de pelo menos dois sinais de apoptose, como fragmentagao
do DNA, arredondamento celular, despolarizagdo mitocondrial. Essas caracteristicas
sugeridas pelo autor sdo verificadas nesse estudo, pois nos dados morfologicos sao

visiveis as alteragdes da forma alongada do parasito para uma forma mais arredondada e
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fragmentacdo do DNA. Quando se analisa os dados obtidos pelo teste com Anexina V e
iodeto de propidio pode-se sugerir o processo de apoptose na cepa de L. braziliensis,
enquanto em L. major houve diferencas, de acordo com a concentracdo da curcumina
empregada na TFD. Com curcumina a 339 pmol. L' o tipo de morte verificado pela
analise da fluorescéncia emitida foi de necrose, enquanto com a curcumina a 85 pmol. L
! prevaleceu a apoptose. Miranda et al. (2017), demonstraram aumento nos marcadores
de apoptose apos TFD com Feoforbideo A em L. amazonensis e a quantificacdo de
EROs foi correlacionada ao mecanismo de morte celular. Empregando trans-
Dibenzalacetona (DBA), um composto analogo a curcumina, Chauhan et al. (2018)
observaram que promastigotas de L. dovani sofreram morte por necrose, como observado
para L. major, neste trabalho.

A curcumina tem afinidade pelo DNA (NAFISI et al., 2009), e em estudos
anteriores do grupo (PINTO et al., 2016a), essa substancia foi encontrada no cinetoplasto
e no nucleo. Isso poderia contribuir para induzir a producao de EROs nessas localizagdes
subcelulares, desencadeando morte por apoptose (PROTO; COOMBS; MOTTRAM,
2013; AURELIANO et al., 2018; ANDRADE et al., 2018), bem como fragmentagao
no DNA, detectados pelo teste do cometa, conforme observado naquele estudo. Outros
estudos tém demonstrado a fragmentagao do DNA quando associado a TFD e ALA, como
por Chen et al. (2020) em conidios de S. globosa; por Postiglione et al (2016) com células
cancerosas; € por Abo-Zeid et al. (2018) em adenocarcinoma, que descobriram que a TFD
resultou em dano ao DNA que era maior na concentragao mais alta do fotossensibilizador.
O estudo de Szlasa et al. (2020), que também utilizou a curcumina em diferentes
linhagens celulares, constatou que a curcumina induziu as células a apoptose e também a
fragmentacao no DNA, inclusive no grupo tratado apenas com curcumina, entretanto, no
grupo TFD a indu¢do de dano foi maior.

Os danos desencadeados por agdo dos altos niveis de EROs nas células de
Leishmania também s3o observados na morfologia celular quando analisada
imediatamente apos tratamento, sendo observado o encurtamento da célula, podendo ser
causado por danos nos microtibulos, como sugerido em trabalho de Pinto, Marcolino e
Ferreira-Strixino (2021) e diminui¢do ou auséncia do flagelo, principalmente na maior
concentracdo testada que foi de 1,35 mmol. L-'. Ha diversos estudos que corroboram com

os dados encontrados em nossos estudos sobre a relagdo da alta producdo de EROs
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associado a TFD causando danos morfologicos (KATHURIA ef al., 2014; AWASTH et
al.,2018; MALLICK et al., 2018; DIMMER et al., 2019).

Hé trabalhos que apontam a mitocondria como alvo promissor para inativagao
desses protozoarios, por ser uma organela Unica e responsavel por toda atividade
respiratoria, fornecendo energia e por isso sendo uma organela essencial para sua
sobrevivéncia do parasita. Dessa forma, a alteracido do potencial da membrana
mitocondrial (Aym) ¢ um fator importante da fungao mitocondrial, podemos utiliza-lo
como um indicador da satde celular, uma vez que as mitocondrias sdo organelas
envolvidas no processo apoptotico das células (AWASTHI et al., 2018; MALLICK et al.,
2018; SINCLAIR; GRAFFENRIED, 2019) .

A curcumina pode ser encontrada na mitocondria de Leishmania, como verificado
por Pinto et al., (2016a), em estudos com as mesmas espécies utilizadas no presente
estudo, altos niveis de EROs produzidos durante a TFD com curcumina podem levar a
perda de fungdo; deplecio de ATP e at¢ mesmo induzir a morte celular (SEM;
MAJUMDER, 2008; ZOROVA et al., 2018; AWASTHI et al., 2018; DIMMER et al.,
2019). Esse fato nos ajuda a entender o comportamento celular demonstrado em nosso
trabalho, como a desestabilizagdo dessa organela pode levar a morte celular. O equilibrio
da funcdo mitocondrial ¢ baseado no potencial de membrana gerado pelo gradiente
eletroquimico que estd envolvido na sintese de ATP. Qualquer anormalidade sofrida pela
célula pode causar mudancas no Aym e perda da viabilidade celular (AWASTHI et al.,
2016; ZOROVA et al.,, 2018; SIVANDZADE; BHALERAO; CUCULLO, 2019;
CHAKRABORTI et al., 2019).

Para verificar os niveis de Awym utilizamos marcador fluorescente JC-1
(SIVANDZADE; BHALERAO; CUCULLO, 2019) e seguimos os parametros de analise
de acordo com protocolo descrito no trabalho realizado por Segat et al. (2019). Foi
observado alteragao do Aym diferente entre as espécies, independentemente do tempo de
analise e que a concentra¢do de 1,35 mmol. L tanto escuro quanto irradiado apresentou
despolariza¢ao da membrana mitocondrial, principalmente na analise imediatamente apos
TFD, principalmente na espécie L. major que teve uma razao 590/530 baixa, indicando
baixo potencial de membrana mitocondrial e também quando se analisa a formagdo de
agregados e monomeros de JC-1 separadamente nota-se que a formacdo de mondmeros

foi maior. Em estudos realizados por Kathuria et al. (2014) eles verificaram, tanto por
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microscopia confocal quanto por citometria de fluxo, que apds tratamento com diterpeno
clerodano em L. dovani que a fluorescéncia verde foi mais alta, indicando despolarizagao
de membrana. Na andlise imediatamente apds o tratamento o grupo apenas irradiado da
espécie L. braziliensis apresentou uma hiperpolarizacao, mostrando que a luz causou
alteracdes na atividade mitocondrial, conforme observado no teste de MTT, mas nao
induziu a morte do protozodario, avaliada pelo teste de viabilidade. Esse fato pode ser
explicado pela interagdo da luz com a célula e possivel ativagao da mitocondria, uma vez
que esta organela possui um cromoforo que pode reagir com a luz azul, como descrito
por Godley et al. (2005), causando alteracdes na atividade mitocondrial.

Na anélise realizada pelo teste do MTT a presenga da curcumina na concentracao
de 1,35 mmol. L', tanto no escuro quanto irradiada, levou a um aumento da atividade
mitocondrial, mas ndo na viabilidade celular. Resultados semelhantes foram encontrados
por Pinto ef al. (2016a), que na andlise realizada apds de 18 horas mostrou que as células
apresentam atividade mitocondrial. Entretanto, isso pode ser um sinal de que as células
remanescentes estio na sua ultima tentativa de evitar a morte (JIMENEZ-RUIZ et al.,
2010) . Avaliar viabilidade celular pelo teste MTT ¢ considerado um processo dificultoso
em células em suspensdo, pois muitos fatores como por exemplo, tempo do potencial de
membrana e fluxos de transporte de elétrons, a quantidade do corante (JASZCZYSZY;
GASIOROWSKI, 2008; VAN TONDER et al., 2015; NGA et al., 2020).

Podemos sugerir que houve interferéncia da TFD na atividade da mitocondria,
pois qualquer perturbacao nessa organela pode induzir a ativagdo de algumas proteinas
que entdo sao liberadas podendo ocasionar a fragmentagdo do DNA levando a célula a
morte (AWASTHI et al., 2018; CHAKRABORTI et al., 2019) . A fim de verificar os
danos causados, realizamos analise da integridade do DNA das espécies de Leishmanias
pelo teste do cometa. Este teste detectou fragmentacdo de DNA, especialmente em
tratamentos TFD, como relatado por Escobar et al (2018). E importante destacar que a
luz azul pode induzir a producdo de EROs na mitocondria levando a fragmentagdo no
DNA (GODLEY et al., 2005; WHEELAND; KORECK, 2012; DEL OLMO-AGUADO;
NUNEZ-ALVAREZ; OSBORNE, 2016) . Estudos realizados por Roy et al. (2008)
constataram que o bloqueio da avaliagdo da a¢do da FOF1-ATP sintase pode levar a alta
producdo de EROs e consequentemente despolarizagdo da membrana mitocondrial

causando deplecao dos niveis de ATP e consequentemente morte celular, principalmente
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devido a apoptose. Outros autores analisaram substancias leishmanicida e também
descrevem correlacdo entre a fragmentacdo do DNA e a produg¢ao de EROs e morte
celular, principalmente por apoptose (KATHURIA et al., 2014; MALLICK et al., 2018;
AWASTHI et al, 2016; AWASTHI et al, 2018; CHAUHAN et al., 2018;
BASMACIYAN; CASANOVA, 2019).

Os dados obtidos neste estudo mostraram que a TFD com curcumina teve um
efeito imediato nas células e que mesmo apds 18 horas esses efeitos persistiram apesar
das diferencas entre as espécies quanto as respostas a terapia utilizada. Assim como esse
estudo, trabalhos publicados por Leite et al. (2014) também demonstraram que a
curcumina possui acdo antimicrobiana € que seu uso como FS produz excelentes

resultados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados neste estudo demonstraram que a curcumina ndo tem agdo
citotoxica no escuro para os promastigotas. No entanto, a TFD associada a curcumina
reduziu a viabilidade de promastigotas das duas espécies de Leishmania, promovendo
alteragdes morfoldgicas, afetando o tipo de morte celular de maneira diferente nas duas
espécies analisadas. Podemos observar também que a formacao de ERO causados pela
TFD levou as cé¢lulas a fragmentagdo do DNA e alteragdes no potencial de membrana

mitocondrial.
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CAPITULO 2: ACAO DAS NANOPARTICULAS DE BSA-CURCUMINA
CATIONICA E ANIONICA EM AMASTIGOTAS DE Leishmania braziliensis e

Leishmania major
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8 INTRODUCAO

Outra modalidade que vem sendo aplicada para otimizar a acdo da curcumina ¢ a
utilizacdo de nanoparticulas. Num artigo de revisdo, Rai et al. (2020) descreve a
curcumina associada a diferentes formulagdes, como por exemplo, curcumina com acido
poli-lactico-co-glicolico (PLGA) contra plasmddios, nanoparticulas de curcumina a base
de lipidios contra parasitas da malaria e todas as formulagdes apresentadas causaram a
inviabilidade das células testadas. Huang et al. (2018) também pode verificar a eficiéncia
da curcumina associada a nanoparticulas de BSA, causando inibi¢gdo da proliferagdo de
células HepG2, mesmo resultado foi encontrado por Amani, Mohamadnia e Mahdavi
(2019) e Kalhor et al. (2019) ao verificarem o efeito anticancer a curcumina encapsulada
com BSA. A associacdo da curcumina a nanoparticulas de BSA também foi avaliada em
estudos de Nosrati et al. (2020), que verificaram resultados promissores no efeito
radioprotetor da curcumina em fibroblastos da linhagem celular HFFF2 e também de
animais submetidos a irradiacao por Raio-X.

A utilizagdo de nanoparticulas na TFD demonstra a capacidade de otimizar a agao
dos farmacos, aumentando a eficadcia da TFD, melhorando a solubilidade e a entrega
seletiva do FS (DEBELE; PENG; TSAI, 2015). Por exemplo, nanoparticulas de dioxido
de titanio (TiO2) com zinco (Zn), podem ser consideradas uma alternativa valiosa ao
tratamento tradicional da leishmaniose cutanea (SEPULVEDA et al., 2020), pois se
mostrou com capacidade de diminuir o nimero de parasitas, tanto in vitro como in vivo e
alta eficiéncia na entrega. Estudos in vitro de Mazzilli et al. (2020) utilizando BSA com
di-hidréxido de silicio ftalocianina (SiPc(OH)2) se mostraram eficientes, pois exibiram
perfis de liberagao controlada do fdrmaco e com acdo fototoxica. A BSA ¢ uma
nanoparticula formada por albumina de soro bovino. Ela ¢ uma proteina sérica,
semelhante a albumina humana e esta sendo amplamente utilizada em sistema de entrega
de farmacos, por apresentar caracteristicas de biocompatibilidade e ndo toxicidade
(KARIMI et al, 2016). Além disso, os autores descrevem a propriedade da BSA poder
ser preparada por varios métodos, apresentar mecanismos que permitem a modificacao
da superficie, permitindo alteragdo da carga superficial e direcionamento para locais

especificos.
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Estudos realizados pelo grupo mostraram a capacidade da curcumina diminuir a
viabilidade dos amastigotas dentro do macrotago (PEREIRA et al., 2021). Seu potencial

pode ser aumentado quando ela € incorporada a nanoparticulas, tornando-se interessante

a sua utilizagdo na TFD no tratamento da LT.
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9 METODOLOGIA

9.1 Cultivo de macréfagos

Os macrofagos da linhagem RAW (264.7) obtidos do Banco de células do Rio de
Janeiro, foram mantidos em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
suplementado com 10% de SFB 2 mM de glutamina e¢ 1% de solucdo de

Penicilina/Estreptomicina e mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO?.

9.2 Infeccao dos macrofagos RAW com L. braziliensis e L. major

O processo de infeccdo dos macrofagos foi realizado pela interacdo dos
promastigotas de Leishmania na propor¢do de 10:1 parasitos por célula. Inicialmente os
macrofagos foram transferidos em placas de pogos, deixando para adesdo, por 12 horas,
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ap6s esse periodo, os parasitos foram adicionados aos
macrofagos e o periodo de internalizacdo foi de 24 horas em estufa 37°C e 5% de CO..
Por fim, as placas foram observadas no microscéopio invertido Zeiss Axio Vert. Al para

a avaliacao da internalizacao dos parasitos pelos macrofagos.

9.3 Fotossensibilizador

As nanoparticulas de BSA-Curcumina (Fig. XX) foram preparadas pelo método de
dessolvatagdo de uma etapa, conforme mencionado por Abreu et al. (2019) com
modificagdes, pelo Laboratério de Sintese Organica, Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento - IP&D, Universidade do Vale do Paraiba

A BSA em p¢ foi dissolvida em agua MilliQ a uma concentracao final de 1% de
BSA (m/m) e seu pH foi ajustado 9,0 com NaOH 0,1 mol. L' e agitado com um agitador
magnético durante 30 min.

Todas as solucdes continham 0,01% de azida de s6dio como conservante. As
nanoparticulas foram formadas por adi¢do gota a gota do agente de dessolvatacao
(acetona/etanol) sob agitacao constante. Imediatamente apos a adigdo de acetona/etanol,

adicionou-se 0,2 mL de uma solugdo aquosa de glutaraldeido (25%) a mistura e agitou-
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se durante 1 h para promover a reticulagdo das nanoparticulas. Apoés a dessolvatacao, a
suspensao foi diluida (1:100) em agua MilliQ para reduzir a concentragdo do agente de
dessolvatagcdo para menos de 1%.

Solugdo de poli(alilamina hidroclorada) (PAH) (2 mg.mL™") foi utilizada para a
montagem da camada polieletrolitica e preparada em dagua deionizada (DI). As
nanoparticulas de BSA foram suspensas em agua DI por meio de sonicagdo durante 10
min antes da montagem da camada polieletrolitica. As particulas foram revestidas com
uma camada de PAH em que o tempo de reacdo da etapa de adsorcao foi de 20 min,
seguido por lavagem tripla com 4agua deionizada. Para o carregamento da curcumina nas
nanoparticulas de BSA, 1 mL de curcumina a 5,0 mg. mL"! dissolvida em DMSO foi

adicionado na solucao por 48 horas.

Figura 20 - Esquema das nanoparticulas de BSA-Curcumina cationica e anidnica
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BSA carregada com Curcumina-revestida com PAH

Fonte: Autor

Para utilizagdo nos testes a BSA-Curcumina foram diluidas em PBS nas

concentragdes 0,08, 0,1 ¢ 0,7 pmol. L' para utilizagdo nos testes.
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9.4 Caracterizacao das nanoparticulas de BSA

As nanoparticulas foram inicialmente caracterizadas no estado estacionario por
espectroscopia de absorcao. As propriedades fotofisicas das nanoparticulas de BSA-
Curcumina foram investigadas por espectroscopia de absor¢cdo de UV-vis usando um
espectrofotometro Varian Cary 50 em temperatura ambiente.

O espectro de absor¢do do padrdo Curcumina (0,5 umol. L) e extraido das
nanoparticulas de BSA ¢ ilustrado na Figura 21. O pico méximo da curva ¢ observado a

432 nm no BSA-Curcumina

Figura 21 - Espectros de absorcio da curcumina (0,5 pmol. L) padrio e extraida de
nanoparticulas de BSA.
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A curva de calibragdo foi construida em sete niveis de concentragdo no intervalo
de 0,1-0,7 umol L - para o método espectrofotométrico para estabelecer a linearidade do
método proposto e avaliar a lei de Beer. A andlise de regressao do minimo quadrado foi
feita para os dados. A andlise de variancia unilateral (ANOVA) e um teste de falta de
ajuste (p = 0,05) foram usados para determinar se o modelo linear explica adequadamente
os dados obtidos.

A linearidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade de

obter resultados de teste que sdo diretamente proporcionais a concentragcao do analito. As
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analises de regressdo linear foram realizadas tracando a intensidade de absorbancia versus
a concentragdo de Curcumina (umol. L) e foi determinada por espectroscopia UV-
Visivel registrando uma curva de calibragdo (Fig. 22a). A Linearidade foi detectada para

o método espectrofotométrico na faixa de concentrag¢do de 0,1— 0,7 umol. L' (Fig. 22b).

Figura 22 (a): Espectros de absor¢do da curcumina em diferentes concentra¢des (0,1-0,7 pmol.
L-1). (b): plot da concentra¢do de curcumina vs. absorbancia
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Fonte: Autor

O tamanho de particula e o potencial zeta das nanoparticulas de BSA foram
medidos usando espalhamento dinamico de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano ZS,
Malvern, Reino Unido). Para a medi¢do do DLS, as particulas foram dispersas em agua
destilada e medidas em um angulo de dispersao de 173 © a temperatura ambiente.

O indice de Polidispersidade (PDI), que fornece informagdes sobre a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos e o didmetro hidrodindmico médio de
volume estdo descritos na Tabela 1. Nessa mesma tabela estdo descritos os valores
obtidos nas analises de potencial zeta, que avalia a carga na superficie das nanoparticulas,
indicaram a obtencao de particulas de carga negativa em BSA e BSA-Curcumina e carga
positiva nas nanoparticulas decorrentes da presenca da PAH. Os valores do potencial de
superficie da particula antes do carregamento e apds o carregamento com a curcumina

demonstram que o potencial zeta das nanoparticulas carregadas ou ndo com curcumina

estao proximos.
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Tabela 1 - Dados da caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas de BSA encapsulada com
curcumina.

AMOSTRA DIAMETRO PDI POTENCIAL
MEDIO (nm) ZETA (mV)
BSA 128+223nm 0,072 -25,6
BSA + curcumina 134 £ 32 nm 0,162 -25,8
BSA + curcumina + 136 £ 34 nm 0,177 +24,9
PAH

Fonte: Autor.

A morfologia das nanoparticulas de BSA foi estudada com microscopia eletronica
de varredura pelo Microscopio da marca Tescan modelo VEGA3, com capacidade de
analise de energia dispersiva por raios X, da marca Oxford, modelo X-ACT, detector de
10 mm? localizado no INPE.

A analise morfologica permite afirmar que as nanoparticulas vazias e carregadas
com curcumina se apresentaram uniformes, com forma esférica e superficie lisa e

regular (Fig. 23)
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Figura 23 - Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura: a) Nanoparticulas de
BSA sem curcumina; b) Nanoparticulas de BSA encapsulada com curcumina. Mag 138 K.x.
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Fonte: Autor

9.5 Terapia fotodinamica

Para realizacdo da TFD os grupos foram divididos em: Raw; Raw infectados com
L. braziliensis e L. major. Todos na seguinte distribuicao:
- Grupo controle (GC): que ndo recebeu nenhum tratamento
- Grupo Irradiado (GI): irradiado, sem a presenga do fotossensibilizador
- Grupo Escuro (GE): incubado com o fotossensibilizador e sem irradiacdo: -
Nanoparticulas de BSA-Curcumina catidnica nas concentragdes de 0,7; 0,1 e 0,08 umol
L!; nanoparticulas de BSA-Curcumina anidnicas nas concentra¢des de 0,7; 0,1 ¢ 0,08
umol. L™"
- Grupo TFD: incubado com o fotossensibilizador e irradiado: - Nanoparticulas de BSA-
Curcumina catidnica nas concentragdes de 0,7; 0,1 e 0,08 umol L™!; nanoparticulas de
BSA-Curcumina anidnicas nas concentragdes de 0,7; 0,1 ¢ 0,08 pmol. L™"

Os grupos foram dispostos em duas placas de 96 pocos, uma placa irradiada e
outra que permaneceu no escuro. Foram entdo adicionados aos macrofagos ja aderidos

nas placas, o nimero de parasito na propor¢ao de 10:1. Apos periodo de 24 horas, tempo
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necessario para infec¢do dos macrofagos, foi retirado o meio de cultura e adicionada
solucdo das nanoparticulas de BSA-Curcumina nas concentragdes descritas, e para os
grupos sem fotossensibilizador foram adicionados o mesmo volume de PBS e foi
incubado pelo periodo de 1 hora em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos a incubagdo, a
curcumina foi retirada e foi adicionado o mesmo volume de PBS nas placas irradiadas e
ndo irradiadas. A placa irradiada foi submetida a irradiacao utilizando dispositivo a base
de 48 LED’s, Biotable (Biopdi/Irrad-Led) com irradiancia de 36 mW.cm™, poténcia de 3
W por LED e fluéncia de 10 J.cm™, com comprimento de onda de 450 nm. O tempo de
irradiacao foi de 278 segundos.

Ap6s a aplicagdo da TFD, o PBS das duas placas foi retirado e adicionado o meio
DMEM. As placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO; durante 18 horas antes das
analises. Os experimentos foram feitos em triplicata e os grupos foram protegidos da luz
durante o processo. Foram realizados trés ensaios e cada ensaio realizado em
triplicata. Apos os respectivos tratamentos foram realizados os testes de viabilidade pelo
método de exclusdo por Azul de Tripan e internalizacdo das nanoparticulas pelos
macrofagos infectados.

Foram realizados testes com fibroblastos da linhagem celular L929. Para esse teste
os padroes de irradiacao e acondicionamento das células poés TFD foram os mesmos e os
grupos foram divididos em:

- Grupo controle (GC): que ndo recebeu nenhum tratamento
- Grupo Irradiado (GI): irradiado, sem a presenga do fotossensibilizador
- Grupo Escuro (GE): que recebeu apenas as nanoparticulas de BSA-Curcumina catidnica
na concentra¢do de 0,7 umol. L™! ¢ anidnica na concentragio de 0,08 pmol. L™'. Bem
como nas concentragdes de 42 ¢ 21 umol. L' de curcumina livre, correspondendo as
concentragdes mais baixas utilizadas no estudo de Pereira ef al. (2021).
- Grupo Terapia Fotodinamica (TFD): que recebeu apenas as nanoparticulas de BSA-
Curcumina catidnica na concentragio de 0,7 umol. L™! e aniénica na concentragdo de 0,08
umol. L', Bem como nas concentra¢des de 42 ¢ 21 pmol. L' de curcumina livre,
seguidas de irradiacao.

As células foram dispostas em duas placas de 96 pogos, uma placa irradiada e outra
que permaneceu no escuro. Apos a adesdo das células, que se deu apos 24 horas, foi

retirado o meio de cultura e adicionada solu¢dao das nanoparticulas de BSA-Curcumina
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nas concentragdes descritas, € para os grupos sem fotossensibilizador foram adicionados
o mesmo volume de PBS e foi incubado pelo periodo de 1 hora em estufa a 37°C e 5%
de COz. Apos a incubacgao, a curcumina foi retirada e foi adicionado o mesmo volume de

PBS nas placas irradiadas e ndo irradiadas.

9.6 Viabilidade das células tratadas com a curcumina nanoencapsulada com

método de exclusio com azul de tripan

O procedimento foi realizado apds 18 horas da aplicacdo da TFD, com solugao de
Azul de Tripan 0,2% (Sigma®), e incubagdo de cinco minutos. Apos esse tempo a solucdo
foi retirada e adicionado PBS. Posteriormente, os grupos foram analisados por meio do
microscopio invertido Zeiss Axio Vert. Al, avaliando o nimero de células vivas e mortas
em 10 campos aleatorios diferentes para cada poco. Os ensaios foram realizados em
triplicatas em trés ensaios separados e a porcentagem de cé€lulas vivas foi obtida pela

equacao:

Equacdo 3: Viabilidade celular dos macrofagos e macrofagos infectados com Leishmanias
Total de célula vivas*100

Total de células contadas

9.7 Internalizacdo da curcumina nanoencapsulada em macrofagos infectados com

Leishmania

Inicialmente os macréfagos foram aderidos em laminulas de vidro distribuidas em
placas de 24 pogos, sendo incubados durante 24 horas em estufa a 370C, 5% de COa.
Ap6s esse periodo, os macrofagos foram infectados com L. braziliensis e com L. major,
prosseguindo uma nova incubagao de 24 horas para a internalizagdo dos parasitos. Apds
esse periodo, o meio de cultura foi retirado e entdo adicionada nanoparticulas de BSA-
Curcumina na concentra¢do de 0,7 pmol L', incubando por 1 hora, seguida de uma
lavagem com PBS e fixacdo com Paraformaldeido 4% durante 15 minutos em

temperatura ambiente. As laminas foram montadas com ProLong™ Live Antifade
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Reagent, for live cell imaging (Thermofisher) e analisadas em microscopio confocal Zeiss

LSM 700.

9.8 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad, versao 7.04
(GraphPad Software, Inc., LaJolla, CA, EUA). As comparagdes dos grupos foram feitas
usando ANOVA de um fator e o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os dados
foram expressos como média aritmética + desvio padrao. Os valores foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de p foi < 0,05.
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10 RESULTADOS

10.1 Viabilidade das células tratadas com curcumina nanoencapsulada pelo

método de exclusiio por azul de tripan

Foram realizados testes apenas com a BSA para verificar sua toxicidade e isso nao
foi demonstrado pela nanoparticula tanto para a linhagem dos macréfagos RAW (264.7)
quanto para os fibroblastos (L.929).

Foram testadas as concentragdes de 0,08; 0,1; 0,7 umol. L' tanto das
nanoparticulas BSA-Curcumina com cargas positiva quanto a negativa. A nanoparticula
BSA-Curcumina cationica (Fig. 24A) ndo se mostrou citotoxica em nenhuma das
concentragdes testadas. J4 no grupo Irradiado (Fig. 24B) a concentracdo de 0,7 pmol. L™
reduziu a viabilidade dos parasitos em 94 % para espécie L. braziliensis, 99,4 % para
espécie L. major. Entretanto, foi fototdxica para os macrofagos reduzindo sua viabilidade
em 97 %. Nas concentragdes 0,1 e 0,08 umol. L™! ndo se mostraram eficientes, pois ndo
diminuiram a viabilidade das células no grupo TFD.

Na andlise realizada com a nanoparticula BSA-Curcumina anionica (Fig. 25A) os
resultados na concentragdo de 0,7 umol. L™! se mostrou citotdxica, pois a viabilidade das
células foi 0 % tanto no grupo escuro. Ja nas concentragdes 0,1 e 0,08 umol. L' mostrou-
se eficiente, pois houve diminui¢do na viabilidade das células apenas no grupo TFD,
sendo uma redu¢ao 99,1 % para a espécie L. braziliensis € 99,6 % para a espécie L. major,
porém para os macrofagos no grupo TFD a viabilidade foi 0%, demonstrando também

que foi fototoxica para essa linhagem celular (Fig. 25B).
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Figura 24: Analise da viabilidade de macrofagos e macrofagos infectados com L. braziliensis e
L. major 18 horas apo0s a terapia fotodinamica com nanoparticulas de BSA-Curcumina catidnica.
Em A ¢ apresentado o grafico do grupo escuro; em B ¢é apresentado o grupo irradiado. As
diferengas estaticas foram obtidas pela analise de variancia (ANOVA = p<0,05) e estdo
assinaladas com simbolos: (*) para comparacdo dos grupos com o controle.
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Figura 25: Analise da viabilidade de macrofagos e macrofagos infectados com L. braziliensis e
L. major 18 horas ap0s a terapia fotodindmica com nanoparticulas de BSA-Curcumina anionica.
Em A ¢ apresentado o grafico do grupo escuro; em B é apresentado o grupo irradiado. As
diferencgas estaticas foram obtidas pela analise de variancia (ANOVA = p<0,05) e estdo
assinaladas com simbolos: (*) para comparacdo dos grupos com o controle.
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O teste de viabilidade com os fibroblastos (L929) foi realizado apenas nas
concentragdes de 0,7 pmol. L™! catidnica e 0,08 pmol. L™ anidnica. Essas concentra¢des
foram escolhidas apds resultados apresentados com os testes dos macréfagos e
macrofagos infectados. Foi demonstrado que, apesar da diferenga estatistica apresentada
pelo teste estatistico aplicado, a viabilidade celular se manteve entre 82% para a
nanoparticula catidnica e 77% para a nanoparticula anidnica, conforme verificado na
figura 26A. A viabilidade dos fibroblastos apos o tratamento com a curcumina livre foi
de 0 % para a concentragdo de 42 umol. L' e na concentragdo de 21 pmol. L' a
viabilidade foi de 4,43 %. Demonstrando assim que a nanoparticula de BSA com a

curcumina nao foi citotdxica para essa linhagem celular.
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Figura 26: Analise da viabilidade dos fibroblastos 18 horas apos a terapia fotodinamica com
nanoparticulas de BSA-Curcumina catidnica 0,7 pmol. L™' e anidénica 0,08 umol em A e
Curcumina livre 42 e 21 umol. L™'em B. L™'. As diferencas estaticas foram obtidas pela analise
de variancia (ANOVA = p<0,05) e estdo assinaladas com simbolos: (*) para comparagao
dos grupos com o controle.
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Fonte: Autor
10.2 Internalizacio da curcumina nanoencapsulada

Observando as imagens foi possivel notar que as nanoparticulas BSA-Curcumina
tanto catidnica quanto a anidnica estdo presentes no citosol dos macrofagos e também nos
Leishmanias internalizadas e nao internalizadas pelos macrofagos. Na figura 27A
analisamos as imagens das células com a nanoparticula BSA-Curcumina cationica e na

figura 27B as imagens sao das células com a nanoparticula BSA-Curcumina anionica.
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Figura 27: Micrografia obtida por microscopia confocal de fluorescéncia, indicando
internaliza¢do das nanoparticulas BSA-Curcumina cationica em (A) e nanoparticulas BSA-
Curcumina anidnica (B) em macrofagos infectados com L. braziliensis e L. major. Setas indicam
nucleo; ponta de seta indicam Leishmanias.

L braziliensis L. major

A- 0,7 pmol. L-1 catibnica

B - 0,7 umol. L-1 anibnica

Fonte: Autor



86

11 DISCUSSAO

A caracterizacdo das nanoparticulas demonstrou que o processo de sintese foi
bem-sucedida pela técnica utilizada e exibindo caracteristicas fotofisicas e fotobioldgicas
favoraveis, como espectro de UV-vis, distribui¢ao de tamanho, PDI e potencial zeta e
morfologia esférica, caracteristicas interessantes em nanoparticulas de acordo com o
artigo de revisao realizado por Prasanna et al. (2021) que descreve que a forma, tamanho
e potencial da carga superficial interfere na acdo das nanoparticulas e células alvos.
Nosrati et al. (2020) avaliando as propriedades fisicas e quimicas da BSA-Curcumina
concluiram que o desenvolvimento da nanoparticula foi bem concluida, demonstrando
caracteristicas como estabilidade e biocompatibilidade € um método eficaz na entrega de
farmacos nas células.

A BSA ¢ uma nanoparticula de facil manejo, pois ela fornece muitas propriedades
favoraveis para aplicagdes de entrega de farmacos, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, modificagdo de superficie facil e melhoria na solubilidade em agua
de farmacos pouco soliveis em agua, como € o caso da curcumina. Varios métodos de
preparacdo, mecanismos de modificacdo de superficie e diferentes estruturas de
nanoparticulas de albumina foram explorados para entregar cargas e direcionar para
locais especificos (KARIMI et al., 2016).

Como ja foi verificado neste estudo e confirmado pela literatura, a utilizacdo da
TFD para inviabilizar células parasitarias ¢ uma boa alternativa terapéutica, por nao
apresentar citotoxicidade e ndo ser invasiva. Podemos verificar com esse estudo que as
nanoparticulas de BSA-Curcumina mostraram ser eficientes, pois utilizando baixas
concentragdes de curcumina houve diminuicdo da viabilidade celular no grupo TFD.
Também foi possivel verificar que a nanoparticula de BSA-Curcumina ¢ internalizada
pelos macrofagos e também pelas espécies de Leishmania. Em trabalhos realizados por
Pereira et al. (2021) foi demonstrado que a curcumina livre possui o efeito fototoxicos
nas concentragdes entre 31,3 ¢ 6,8 ng. L' diminui a viabilidade das células, entretanto
essas concentragdes sao altas quando comparamos com o presente estudo, visto que na
concentragdo de 0,08 pg. L' da BSA-Curcumina anidnica ja promoveu a inviabiliza¢do
das células. E descrito por estudos de Frohlich (2012) que as nanoparticulas catidnicas

\

causam mais danos a integridade da membrana plasmatica, danos mitocondriais e
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lisossomais, ja as células fagociticas tem preferéncia por nanoparticulas anionica. Isso ¢
uma caracteristica dessa célula pois a carga negativa presente na membrana plasmatica
das Leishmanias ¢ considerada um fator importante para sua fixacdo aos macrofagos
(FADOK et al.,2011; BALANCO et al., 2001).

Nesse estudo, com excecdo da concentragdo de 0,7 ug. L! anidnica, as demais
concentragodes, independente da carga superficial, ndo apresentaram citotoxicidade no
escuro, somente apds a irradiacdo. Zhang et al. (2016) realizou um experimento
comparando a a¢ao da curcumina livre e nanoparticulas de BSA-Curcumina em varias
linhagens celulares, incluindo a RAW 264.4 ¢ pode verificar que a viabilidade celular
com a exposi¢do a curcumina livre foi menor que a BSA-Curcumina e além disso a BSA-
Curcumina apresentou maior acumulo intracelular nessa linhagem celular do que a
curcumina livre. Outra caracteristica observada neste estudo ¢ a capacidade da BSA-
Curcumina de suprimir citotoxicidade de nanomateriais a base de metal como por
exemplo o Oxido de Cobre (CuO), testado nesse estudo.

O teste realizado com fibroblastos (L929) a BSA-Curcumina nao demonstrou agao
fototoxica, pois a viabilidade dessas células se manteve entre 77 e 82 %, diferente do teste
realizado com a curcumina livre, onde houve viabilidade de 0 e 4,43 % para as
concentragdes de 42 € 21 pmol. L™! respectivamente. Esses dados sdo importantes, pois
demonstram o processo de seletividade apontado em diversos estudos sobre a utilizagdo
de nanoparticulas, assim como ¢ apresentado por Kalhor ef al. (2019) que demonstraram
que a viabilidade de fibroblastos da linhagem HFFF2 nao foi afetada ap6s a administragao
de nanoparticulas de BSA com 2,6-divanilidenociclohexanona (BSA-DVH) e o efeito do
DVH em células tumorais foi aumentado quando associado a BSA. Trabalhos de Amani,
Mohamadnia e Mahdavi (2019) demonstram que a associagao da BSA-Curcumina, torna
a molécula mais estavel e eficiente contra células tumorais da linhagem MCF-7.

Alguns estudos como de Oyama et al. (2019), verificaram agdo antiparasitaria de
outros tipos de moléculas carreadoras de farmacos, como por exemplo a associacdo de
Pluronics® P-123 e F-127 diminui a sobrevivéncia de amastigotas de L. amazonensis.
Outro estudo que mostra a importancia da utilizacao de nanoparticulas ¢ de Septlveda et
al. (2020), que utilizaram nanoparticulas de TiO2 carregadas com Zn (TiO2/Zn)

mostraram a otimizagdo da TFD contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.
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Nesse estudo pode-se verificar a eficiéncia das nanoparticulas de BSA associada a
curcumina, independentes da carga superficial, promovendo a inviabilizagao das células,
entretanto se faz necessario estudos mais aprofundados para verificar se as nanoparticulas
interferem no processo de reinfec¢ao, ou seja, se elas alteram a capacidade das
Leishamnias invadir ou ndo novos macrofagos para que possa ser indicado em possiveis

tratamentos.
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12 CONCLUSAO

As mnanoparticulas de BSA-Curcumina demonstraram Otimos resultados,
apresentando  caracteristicas fisico-quimicas e fotobioldgicas favoraveis. As
nanoparticulas foram internalizadas pelas células de macrofagos e Leishmanias e
promoveu a reducao da viabilidade da célula. Nessa primeira anélise a BSA-Curcumina
anionica demonstrou maior eficiéncia, se considerarmos a concentracao, pois as menores
concentragdes foram fototoxica. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para comprovar

o mecanismo de a¢ao das nanoparticulas de BSA-Curcumina.
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Introduction

Leisk lnals Is a fc discase regarded by the Weeld Health
Ocganization (WHO) (1] as 2 worldwide p:bU: bedlhpmhlenptucu

not followed up stricly [4,9]. In onder to overcome these drawbacks,
several trestmens strategies are bemg studhed, inchuding the Photodys
assmic Thesupy (PDT), which has proved 10 de an effective alersative
foc the treatment of Jocal dermatological lesions, FOT (s a treasment that

= several countries, [n 2018, 92 countries were considered
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distribution of the disease have increased In recent years, especially in
developing countries. This incnease may be the resslt of deforestation,
environmental changes, haman migration, amosg other facices [2] In
Lacm America, about 540,396 new cases were recceded in the period
fruzs 2000 o 2007, In 2019, 15,484 new oo of cutaneows hdshoan-
Sasls [3.4) oocerred = Beazil, with L droslienss delag the most Impors
ant species dae to its wide distribution in the Boaxlian terhory (4,
5-8]. The cosventiosal treatment for cotancous leshmaniass s con-
traindicaned In potients with heart and kideey diseases, since It presents
weveral vide sffects. In addition, it & a long-term treevtrmsent that e fail of
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bines the uer of 3 noe-toxic photosermdtizer (PS) and vieihie light
with & wirveleagth capable of exciting e FS, thes gensrating senctive
oxygen spacies (ROS) that are highly soxkc 10 cells [10]. ROS can react
with varicus molecules, induding cholesterol, membeane lipids, peo-
teins, as well as nociele azid bases [11], leading to cell deash. Curcumin
has prowen to be » promising PS for applicasion tn PDT, snce it has a
Righ potential 1o simulate the geoaduction of ROS and the sdility 10
nteract with nockeie aclds [12=14),

Lelshmanianis is consdered a neglectnd divenan, lacking survetllaace
systems asd whose common Incidence ln remote arcas affects madanly
marginalizad popelations. It requires additional inedepth knowledge
about the dson, its vectors, and forma of contagion; the adoption of
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