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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca negligenciada que esta entre as 10
doencas infecciosas mais importantes do mundo. O tratamento convencional é feito
com antimoniais pentavalentes e anfotericina, medicamentos que apresentam
diversos efeitos colaterais e contraindicagcbes. A terapia fotodinamica (TFD) com
curcumina surge como alternativa no tratamento da LT, visto que se baseia em
aplicacdo local, ndo invasiva e seletiva, enquanto utiliza um composto natural de
baixo custo como fotossensibilizador. Esse trabalho teve por objetivo a avaliacéo, in
vitro, da TFD aplicada sobre amastigotas de L. braziliensis e L. major em interacao
com macrofagos por meio de andlise de viabilidade, morfologia, internalizacdo do
FS, atividade e potencial de membrana mitocondrial e recuperacao de parasitos pés-
TFD. Foram utilizadas concentracdes de curcumina em diluicdes seriadas, de 500 a
7,8 ug.mL1, e irradiacdo com luz azul (450 nm), irradiancia de 36 mW/cm2 e fluéncia
de 10 J/cm2. Os resultados demonstram ampla inativacdo e baixa citotoxicidade da
TFD com curcumina em macréfagos infectados e nao infectados nas concentracdes
de 15,6 e 7,8 pg.mL*. A internalizacdo do FS demonstrou localizacdo do composto
em todo o citoplasma da célula, além de concentracdo no nucleo, e nos amastigotas
intracelulares. A morfologia pés-tratamento se mostrou alterada, exibindo destruicao
celular nos grupos submetidos a TFD, enquanto 0s grupos nao tratados
permaneceram com a morfologia dos macrofagos preservada. Foi observada
elevacdo do potencial de membrana mitocondrial e diminuicdo da atividade
mitocondrial nos grupos que receberam a terapia. Além disso, a contagem de
parasitos recuperados pos-TFD demonstrou que houve diminuicdo do numero de
parasitos viaveis, indicando que a terapia pdde inativar ndo sé os macrofagos, mas
também os amastigotas intracelulares para as duas espécies de Leishmania
estudadas. Os testes realizados demonstraram potencial da TFD com curcumina nas
concentracbes de 15,6 e 7,8 pg.mL?, promovendo a inativacdo de macréfagos
infectados com Leishmania, bem como alteracbes celulares morfolégicas e no
potencial de membrana e atividade mitocondrial.

Palavras-chave: terapia fotodinAmica, curcumina, amastigotas, leishmaniose
tegumentar.



Action of photodynamic therapy with curcumin in the interaction of
macrophages and amastigotes of L. braziliensis and L. major

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a neglected disease that ranks among the 10 most
important infectious diseases in the world. Conventional treatment is done with
pentavalent antimonials and anfotericin, drugs that have many side effects and
contraindications. Photodynamic therapy (PDT) with curcumin appears as an
alternative in the treatment of CL, considering that it is based on local, non-invasive
and selective application, while using a low-cost natural compound as a
photosensitizer. This work aimed to evaluate, in vitro, the PDT applied to amastigotes
of L. braziliensis and L. major interacting with macrophages, evaluating the viability,
morphology, FS internalization, mitochondrial membrane activity and potential, and
parasite recovery after PDT. The results demonstrate broad inactivation and low
cytotoxicity of PDT with curcumin in infected and uninfected macrophages at
concentrations of 15.6 and 7.8 pg.mL?. Internalization of FS demonstrated
localization of the compound throughout the cell cytoplasm, and concentration of
curcumin in the nucleus and intracellular amastigotes. The post-treatment
morphology was altered, exhibiting cell destruction in the groups submitted to PDT,
while the untreated groups remained with preserved macrophage morphology.
Increased mitochondrial membrane potential and decreased mitochondrial activity
were observed in groups receiving therapy. Furthermore, the count of parasites
recovered after PDT showed that there was a decrease in the number of viable
parasites, indicating that the therapy could inactivate not only macrophages, but also
intracellular amastigotes for the two Leishmania species studied. The tests
performed demonstrated the potential of PDT with curcumin at concentrations of 15.6
and 7.8 pg.mL-1, promoting the inactivation of Leishmania-infected macrophages, as
well as morphological cell changes and in the membrane potential and mitochondrial
activity.

Keywords: Photodynamic therapy, curcumin, amastigotes, cutaneous leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca tipica de paises tropicais e
comumente presente em ambientes pouco desenvolvidos com populacdo carente,
caracterizando-a como uma doenca negligenciada (ALVAR; YACTAYO,; BERN,
2006; GONTIJO; CARVALHO, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) coloca a LT como uma das 10
doencas infecciosas mais importantes do mundo, presente em 92 paises, causando
danos econdmicos e psicoldgicos nos individuos afetados. No mundo estima-se que
1 bilhdo de pessoas vivam em areas endémicas, e no Brasil foram registrados mais
de 95 mil casos nos ultimos 5 anos, sendo as regides Norte e Centro-Oeste as mais
afetadas pela doenca (DATASUS, 2021; BRASIL MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O agente etioldgico causador da doenca € a Leishmania spp., parasito com
duas formas evolutivas, promastigota presente no intestino do vetor artropode do
género Lutzomyia, e amastigota que se desenvolve no interior dos macréfagos,
células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) humano. Durante o repasto
sanguineo, o vetor regurgita os parasitos na forma promastigota metaciclicos
(infecciosos), os quais ao penetrar o tecido cutaneo séo fagocitados pelas células do
SFM, especialmente macrofagos e células dendriticas. Uma vez fagocitados os
promastigotas, estimulados pelo ambiente desfavoravel do interior dos macréfagos,
adquirem a forma de resisténcia, amastigotas, na qual conseguem se reproduzir por
fissdo binaria até o rompimento da célula hospedeira, liberando os amastigotas para
o tecido e gerando processo inflamatorio caracteristico da doenca (REY, 2007).

A LT é caracterizada pela presenca de ulceracbes de bordas elevadas e
inflamadas, as quais se espalham pelo corpo, gerando deformacdes
comprometendo a saude fisica e mental do paciente. O diagnéstico € feito por
pesquisa das células parasitarias no tecido afetado ou por testes imunolégicos os
quais, muitas vezes, séo inconclusivos (ARONSON et al., 2016; STEBUT, 2015).

O tratamento da LT é feito com a administracdo de antimoniais pentavalentes
como o Pentosan® e o Glucantime®, ou até mesmo com a uso de Anfotericina B em
casos mais graves, porém nenhum desses medicamentos é efetivo na eliminacdo do
parasito, bem como apresentam diversos efeitos colaterais como nausea, vomitos,
distarbios cardiacos, dentre outros, além de terem restricbes para uso por pacientes
com problemas cardiacos ou gestantes (ABADIR; PATEL; HAIDER, 2010).
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A terapia fotodinamica (TFD) surge como uma alternativa para o tratamento
convencional da LT, destacando-se por ser ndo invasiva, nhao ter restricbes de
aplicacdo para o0s pacientes e n&o apresentar efeitos colaterais como o0s
medicamentos comumente empregados. A TFD se baseia na inativacdo das células
infectadas por meio da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) oriundas
do processo fotoquimico decorrente da interacdo entre um fotossensibilizador (FS) e
luz em um comprimento de onda adequado para excitd-lo (BAPTISTA,
WAINWRIGHT, 2011; KHATAMI et al., 2007; SNOEK et al., 2008).

Slape e colaboradores em 2019 relataram um caso demonstrando a eficacia
da TFD no tratamento de um paciente paquistanés infectado com Leishmania
tropica. Observou-se a recuperacdo da lesdo apoOs quatro aplicagbes da TFD
utilizando metil-ALA e irradiacdo pelo tempo de oito minutos em cada leséo,
distribuidas em 8 dias de tratamento. Foi possivel observar a eliminacdo do tecido
afetado na area lesionada, além da presenca de inflamacéo local que pode ter
contribuido para a reconstituicdo do tecido local (SLAPE et al., 2019).

Uma necessidade relacionada a aplicacdo da TFD como alternativa
terapéutica para a LT é a acessibilidade da terapia, uma vez que a doenca € tipica
de regides subdesenvolvidas. Para tal, o uso de fontes de luz a base de LEDs é uma
interessante alternativa para reduzir os custos do equipamento de aplicacdo, além
disso 0 uso de FS derivados de compostos naturais e de facil acesso, como a
Curcumina, € uma opc¢dao para tornar essa modalidade terapéutica acessivel a

populacdo mais carente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a resposta da TFD com curcumina sobre a forma amastigotas de L.
braziliensis e L. major, avaliando o efeito fototéxico em co-cultivo com macroéfagos,
as possiveis alteracdes de potencial e atividade de membrana mitocondrial,

alteracdes morfoldgicas e a viabilidade de parasitos recuperados ap0s tratamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito fototéxico em amastigotas de L. braziliensis e L. major em

co-cultivo com macroéfagos por teste de exclusédo por azul de Trypan.

- Avaliar a internalizacdo da curcumina em macréfagos infectados com L.
braziliensis e L. major por microscopia confocal.

- Avaliar possiveis alteracdes morfolégicas pos-TFD nos macréfagos
infectados por microscopia eletronica de varredura.

- Avaliar o potencial de membrana mitocondrial dos macréfagos apos a TFD,
utilizando o marcador Rodamina trimetilada por microscopia confocal.

- Avaliar a atividade mitocondrial dos macrofagos infectados apés a TFD
utilizando teste de MTT.

- Avaliar quantitativamente o crescimento de parasitos recuperados apos

tratamento.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEISHMANIOSES

As infecgbes determinadas como leishmaniases ou leishmanioses sé&o
aguelas causadas por parasitos do género Leishmania, transmitidos ao homem pela
picada de insetos flebotomineos. Essas patologias afetam o sistema fagocitico
mononuclear (SFM), mas, por apresentarem caracteristicas clinicas diferentes sao
consideradas doencas distintas, podendo ser divididas em: Leishmaniose
tegumentar, que produz numerosas lesdes cutaneas, ulcerosas ou nhao;
Leishmaniose muco-cutanea, que frequentemente apresentam lesdes ulcerosas
nas mucosas do nariz, boca e faringe; Leishmaniose Visceral, caracterizada pelo
acentuado tropismo dos parasitos pelo SFM do baco, figado, medula 6ssea e
tecidos linfoides; Leishmaniose cuténeo-difusa, uma forma tardia e n&o-ulcerosa
da doenca, que se apresentam em individuos anérgicos aos antigenos parasitarios
(TORRES-GUERRERO et al., 2017)

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é considerada uma doenca endémica em
mais de 92 paises, dentre os quais o Brasil que apresenta a maior prevaléncia da
doenca. Apesar das manifestacdes clinicas da LT apresentarem geralmente
ulceracdes benignas, ela pode causar mal-estar nos ambitos psicolégico e social,
visto que pode desfigurar os individuos infectados, comprometendo sua convivéncia
e trabalho (FABER et al., 2012; BRASIL MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

ZApo6s algumas semanas de infeccao, o paciente desenvolve um pequeno nddulo
que progride para uma ulceragdo com bordas elevadas (Figura 1). Na maioria dos pacientes
que ndo sdo imunologicamente comprometidos a recuperagdo ocorre entre 6 e 18 semanas,

porém em algumas lesfGes atipicas podem ocorrer lesbes com eritemas e eczemas
(STEBUT, 2015).
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Figura 1: Ulceracdes observadas nas manifesta¢des clinicas da Leishmaniose Tegumentar.

Fonte: Manual de Vigilancia Epidemioldgica LT, (2017).

3.1.1 Agentes Etioldgicos

O agente etiolégico causador da leishmaniose é um protozoério, unicelular,
pertencente a classe Kinetoplastida, Familia Trypanossomatidae e do género
Leishmania. Esse parasito é caracterizado por apresentar duas formas durante seu
ciclo evolutivo, uma forma amastigota, quando estdo no interior das células do
hospedeiro vertebrado, e uma forma promastigota, que se desenvolve no interior do
tubo digestivo do hospedeiro invertebrado (insetos flebotomineos) (TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

As formas promastigotas (Figura 2-A) sé@o evidenciadas pela caracteristica
fusiforme das células, contendo flagelo aparente. J& as formas amastigotas (Figura
2-B), sdo morfologicamente caracterizadas por formato ovalado, medindo entre 3 a
6,5 um de diametro e nao apresentam flagelo livre, isso porqué o mesmo encontra-
se dentro da bolsa flagelar do parasito (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
OPAS, 2019).



Figura 2: Leishmania spp. forma promastigota (A) e forma amastigota (B)
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Fonte: (OPAS, 2019).

As espécies de Leishmania que podem infectar o homem estdo divididas em
alguns complexos de acordo com suas principais caracteristicas. Dentre elas, se
destacam o complexo L. braziliensis da regido neotropical da América, parasitos
com cerca de 2,3 um de didametro na fase amastigotas que nao tendem a invadir
tecidos viscerais ou nasofaringeos, porém apresentam alta tendéncia a metastase.
O complexo de Leishmaniases cutaneas do velho mundo € caracterizada por
infeccdes locais sem metastase e inclui espécies como L. major, comumente
utilizada em pesquisas cientificas acerca do tema (AOUN; BOURATBINE, 2014;
PALUMBO, 2009; TORRES-GUERRERO et al., 2017)

Para que esses parasitos possam sobreviver no indspito ambiente intracelular
dos macrofagos, foram necessarios mecanismos evolutivos que permitiram tal
adaptacdo. Dentre as estratégias encontradas, pode-se destacar a expressao de
moléculas na superficie celular, denominadas LPG (lipofosfoglicanos) e a
metaloprotease gp63, que protegem o parasito das enzimas hidroliticas do
macrofago. Além disso, adaptacbes que permitem adesdo ao intestino do vetor,
migracdo das formas promastigotas para a cavidade bucal do inseto e a secrecao
PSG (promastigote secretory gel) que facilita a transmissdo dos parasitos para o
hospedeiro vertebrado sdo fundamentais para a sobrevivéncia e transmissdo do

parasito (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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3.1.2 Vetor

O hospedeiro invertebrado vetor das leishmanioses nas Américas (Figura 3),
popularmente conhecido como “mosquito-palha”, “birigui” ou “cangalinha”, é um
diptero da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia. Cerca
de 30 espécies de Lutzomyia sdo vetores da leishmaniose, sendo as espécies
Lutzomyia whitmani, L. wellcomei, L. pessoai, L. intermedia, L. umbratilis e L.
flaviscutellata as principais encontradas no Brasil (NEVES et al., 2005; PETERSON;
SHAW, 2003; STEBUT, 2015).

Os flebotomineos geralmente transmitem a leishmaniose em areas de floresta
e suas proximidades. Entretanto, € comum encontrar esses mosquitos em areas de
habitacdo humana, uma vez que eles podem se reproduzir em lixo organico como
esterco, fezes, e dejetos de roedores (ORYAN; AKBARI, 2016).

Figura 3: Flebotomineo vetor da leishmaniose

Fonte: Stebut (2015)

Esses insetos sdo tipicamente encontrados em regides tropicais onde a
temperatura, geralmente, ndo chega a valores inferiores a 10°C, portanto, sua
distribuicdo inclui principalmente a América. Porém, considerando que a presenca
desses vetores € afetada por temperatura, precipitacdo, umidade, entre outros, as
alteracbes climaticas decorrentes do aquecimento global podem expandir a
distribuicdo geografica desses mosquitos, aumentando a probabilidade da
transmissao de doencas como as leishmanioses. No Brasil, como demonstrado na

figura 4, as espécies de Lutzomiya se distribuem por todo territério nacional, bem
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como as espécies de Leishmania causadoras da LT (MCMICHAEL et al., 2003;
STEBUT, 2015).

Figura 4: Distribuicdo de espécies de Leishmania causadoras da LT (A) e distribuicdo das
espécies de Lutzomiya vetores da LT (B)

Fonte: Adaptado de Brasil. Ministério da Saude (2017).

3.1.3 Ciclo biolégico do parasito e fisiopatologia da LT

A infeccéo por Leishmania ocorre quando a fémea do flebotomineo, durante o
repasto sanguineo, regurgita as formas promastigotas do parasito no tecido cutaneo
do hospedeiro vertebrado, processo favorecido pela presenca de vasodilatadores
produzidos pelo inseto. Na pele sdo encontradas algumas células do sistema imune
como linfécitos, macrofagos, células de Langerhans e mastocitos. Os parasitos, por
sua vez, tém a propriedade de aderirem a membrana dessas células, sendo
fagocitados para o meio intracelular das células de defesa (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

Uma vez fagocitados, os parasitos passam por mudancas bioquimicas e
estruturais que os diferenciam numa forma de resisténcia, a forma amastigota. Nos
macrofagos, as amastigotas ficam separadas do citoplasma celular, dentro de um
vacuolo parasitoforo, onde se multiplicam por fissdo binaria até que se rompa a
membrana celular dos macrofagos, liberando as amastigotas no meio, onde serao

novamente fagocitados. Essa situacdo demonstra que a Leishmania apresenta
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diversas modificacBes evolutivas que garantem sua sobrevivéncia ao indspito
ambiente intracelular das células de defesa humanas (TORRES-GUERRERO et al.,
2017).

O processo inflamatério desencadeado pela resposta imune celular
decorrente da infec¢do do parasito gera as diversas lesGes cutaneas observadas na
manifestacdo clinica tipica da LT, bem como a gravidade da doenca esta
relacionada com a intensidade dessa resposta imune. Além disso, algumas células
parasitarias podem atingir linfonodos, onde sofrem modificagdes que permitem sua
migracéao pelo tecido (REITHINGER et al., 2007).

Ao ingerir sangue de um hospedeiro infectado com a Leishmania, o
flebotomineo ingere as amastigotas livres e internalizadas nos macréfagos, que
chegam até o intestino do inseto. As amastigotas tornam-se promastigotas
prociclicas, que se multiplicam por fissdo binaria, aumentando seu numero. As
promastigotas prociclicas sofrem alteracdes morfolégicas e metabdlicas, produzindo
moléculas como os lipofosfoglicanos (LPG) que permitem a migracdo dos mesmos
até a parte anterior do tubo digestivo do vetor, tornando-se infectivas. Esse processo
é denominado metaciclogénese (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A fémea flebotomineo, uma vez infectada pode, durante o préximo repasto
sanguineo, transferir os parasitos presentes em sua cavidade bucal para um novo
hospedeiro vertebrado, reiniciando o ciclo do protozoario (Figura 5) (REITHINGER et
al., 2007).
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Figura 5: Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Reithinger et al., (2007).

3.1.4 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) é considerada um problema de saude publica
em 92 paises, distribuidos nos continentes da América, Europa, Africa e Asia, com
cerca de 700 mil a 1,3 milhdo de novos casos ao ano. A LT é considerada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma das dez mais importantes doencas
infecciosas, pelo alto indice de deteccao e producdo de deformidades nos pacientes
acometidos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) pelo informe
epidemioldgico de leishmanioses, datado de dezembro de 2020, a América do Sul
notifica uma média de 54.108 casos por ano, considerando os ultimos 20 anos. No
ano de 2019, dltimo ano avaliado pelo informe, o Brasil foi o pais com o maior
namero absoluto de casos notificados, totalizando 15.484 novos casos. A OPAS
destaca como pontos de foco o diagndstico laboratorial da LT e a completa cura e
recuperacdo de individuos acometidos pela doenca, a fim de obter reducdo de
mortes em mais de 90% até 2022 (OPAS, 2020).
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A LT é uma das mais importantes afeccbes dermatoldgicas, visto sua
magnitude e o risco de produzir deformidades que causam envolvimento psicologico
e reflexos no campo social e econbmico, uma vez que também pode ser
considerada uma doenca ocupacional. Ainda, considerando que essa € uma doenca
negligenciada, frequente em paises pobres e em desenvolvimento, 0 acometimento
pela doenca tende a ser na populacdo mais carente de determinada regido, visto
gue o acesso a condicdes de habitacdo e saneamento impactam diretamente na
prevaléncia da doenca (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Segundo o Manual de Vigilancia da leishmaniose Tegumentar, no Brasil foram
registrados uma média anual de 25,7 mil novos casos, cerca de 14,7 casos/100 mil
habitantes. Nos ultimos 15 anos a LT expandiu sobre o territério brasileiro, causando
ampla dispersdo por todos os estados (Figura 6). Segundo a base de dados do
DATASUS, entre 2013 e 2017 foram notificados 95.390 casos de leishmaniose
tegumentar em todo o pais, dentre os quais estdo principalmente nos estados do
Para, Bahia, Mato Grosso, Amazonas e Maranhao e sendo os municipios de Pres.
Tancredo Neves na Bahia e Manaus no Amazonas 0s primeiros em numero de
notificacbes de casos de leishmaniose tegumentar (DATASUS, 2021; BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 6: Distribuicdo leishmaniose. A- Casos de leishmaniose por municipio, 2015; B- Densidade de
casos de leishmaniose tegumentar por municipio, 2015.
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Um dos principais fatores relacionados a incidéncia das leishmanioses é a
situacdo econdmica das regifes afetadas. Baixa renda per capita, baixa qualidade
das moradias, além da defasagem do sistema sanitario de regides periurbanas, sdo
agravantes que tendem a aumentar os indices de prevaléncia da doenca,
reafirmando a caracteristica de doenca negligenciada da LT, que afeta
principalmente individuos de baixa renda em paises pobres ou emergentes como
Brasil, Coldmbia, Afeganistdo, Peru e Bolivia (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006;
SUNYOTO; BOELAERT; MEHEUS, 2018) .

3.1.5 Tratamentos e diagndstico

A principal dificuldade do diagnéstico das leishmanioses estd na
sintomatologia clinica que, muitas vezes, é pouco especifica para doenca, além de
apresentar ampla gama de manifestacfes clinicas, podendo ser mais ou menos
severas em cada caso. Ulceracdes na pele, nédulos ndo ulcerosos, inflamacfes em
mucosas, bem como infec¢cdes disseminadas no caso da leishmaniose visceral,
podem ser alguns dos sintomas (BHARGAVA,; SINGH, 2012).

As leishmanioses podem ser diagnosticadas a partir de testes clinicos e
laboratoriais, avaliando-se a anamnese do paciente, caracteristica das lesbes e
dados epidemiolégicos da regido onde o paciente se encontra, porém, o diagndstico
final € sempre quando se encontra o parasito em material isolado das lesdes ou por
testes imunoldgicos. Para obtencdo do material das lesdes é realizado escarificacao,
aspiracao ou biopsia das bordas das ulceracgdes tipicas da doenca, ou ainda, cultivo
de fragmentos do tecido lesionado em meios de cultura préprios para o crescimento
do parasito, evidenciando sua presenca (BHARGAVA; SINGH, 2012; RANAWAKA,;
ABEYGUNASEKARA; WEERAKOON, 2012).

A resposta imune contra a Leishmania pode ser avaliada utilizando o teste de
Montenegro, que consiste na injecdo de um antigeno derivado do parasito que serve
para detectar a imunidade do paciente dentro de 48 a 72 horas, porém esse teste
ndo diferencia se o paciente esta com a infeccdo no momento do teste ou se o
paciente ja ndo esté infectado e apenas imunizado. Além disso, a reacdo que ocorre
nesse teste cutaneo pode ser apenas um marcador parcial para leishmaniose, ou

seja, pode resultar em numero elevado de falsos negativos (HANDLER et al., 2018).
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O diagndstico molecular da leishmaniose seria a técnica mais sensivel para a
deteccao da infeccdo pelo parasito. A partir de técnicas como PCR e PCR em tempo
real, pode-se detectar pequenas quantidades de DNA da Leishmania, obtendo uma
sensibilidade e especificidade muito maior que os testes j& mencionados. A limitacdo
dessas técnicas moleculares ainda se encontra na dificuldade de se obter preco
acessivel para os testes e, uma vez que a doenca é comum em paises pobres, esse
investimento & muito defasado (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Os antimotinais pentavalentes sdo os farmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses devido sua baixa acumulacdo tecidual e rapida
excrecao via sistema renal. Antimoniato de meglumina e estibogluconato de sédio
sdo os antimoniais mais comuns utilizados, porém ambos apresentam toxicidade,
além da necessidade de longos periodos de tratamento e, por vezes, ndo sao
suficientes para promover a cura do paciente, principalmente em casos de
individuos imunodeprimidos ou com tratamento descontinuado (CROFT; SEIFERT,;
YARDLEY, 2006; MAYRINK et al., 2006).

Apesar do seu amplo emprego no tratamento das leishmanioses, 0s
antimoniais apresentam diversos efeitos colaterais que limitam sua utilizacdo ou
comprometem a recuperacéo do paciente. Efeitos colaterais como nauseas, vomitos,
mialgia, alteracBes cardiacas sdo frequentemente reportadas. Nesses casos,
geralmente pode-se administrar as pentamidinas ou até mesmo a Anfotericina B na
tentativa do controle da doenca, porém ambos o0s tratamentos podem n&o
apresentar resultados relevantes (MINODIER; PAROLA, 2007; SANTOS et al.,
2008).

A Miltefosina € um medicamento que foi inicialmente utilizado para o
tratamento do cancer, porém vem sendo aplicado no tratamento de leishmanioses.
Apesar de ainda néo ter sido totalmente elucidado, o mecanismo de acao do
composto pode estar relacionado com a promocdo de alteracbes nos lipidios de
membrana e na funcdo mitocondrial das espécies de Leishmania (DORLO et al.,
2012). O estudo promovido por Ware e colaboradores em 2021 demonstrou uma
taxa de cura de 77% dos 26 pacientes tratados com Miltefosina. A despeito da taxa
de cura observada, efeitos adversos do uso do medicamento foram comuns, como
sintomas gastrointestinais, principalmente nausea, perda de apetite e vomito. Além

disso, também foram encontradas alteracdes laboratoriais durante o tratamento,
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como elevados niveis de creatinina e alteracdes nos niveis de transaminases, mas
gue regrediram apos o término do uso continuo da droga (WARE et al., 2021).

Visto as limitagbes dos tratamentos convencionais para a leishmaniose,
terapias alternativas tém sido estudadas para atuar como substitutivas ou adjuvantes
a prescricdo de tratamento convencional. A terapia fotodinamica (TFD) se destaca
nesse cenario por ser uma terapia com um baixo custo relativo de implementacéo, a
facilidade da aplicacdo da técnica, podendo ser utilizada por diversos profissionais
da saude e, além disso, em comparacdo com o tratamento convencional da LT, a
TFD destaca-se por ndo apresentar efeitos colaterais sistémicos, uma vez que sua
aplicacdo pode ser tépica e seletiva (COPELAND; ARONSON, 2015; MINODIER;
PAROLA, 2007).

3.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD consiste na interacdo entre um fotossensibilizador (FS), luz visivel em
comprimento de onda adequado e oxigénio molecular, que interagem num processo
fotoquimico capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO’s) como o oxigénio
singleto e hidroxilas, compostos altamente reativos com biomoléculas constituintes
das células como lipidios, proteinas e acidos nucleicos, podendo induzir a inativacao
das mesmas (DA HORA MACHADO, 2000; DAI; HUANG; HAMBLIN, 2009).

A TFD foi inicialmente estudada por Raab e Hermann von Tappeiner em 1900
e, de acordo com seus achados, microrganismos quando submetidos a luz apos
interacdo com determinados corantes eram destruidos em pouco tempo, diferente
daqueles organismos que eram apenas expostos a luz ou apenas tratados com o
corante. Dessa forma, os pesquisadores observaram que a inativagdo encontrada
deveria estar relacionada a interacdo da luz com o corante (DA HORA MACHADO,
2000; WAINWRIGHT, 2012).

O processo fotoquimico da TFD pode ocorrer por dois mecanismos, reacdes
do tipo 1 e reacOes do tipo 2, onde as transformacdes e transferéncia de energia
estdo representadas pelo diagrama de Jablonski exposto na Figura 7. ApGs absorver
a energia cedida pela luz em comprimento de onda adequado, o FS alcangca um
estado energético chamado estado singleto excitado, e nesse estado pode perder
energia na forma de luz, calor ou chegar a outro estado energético, o estado tripleto,

apoOs sofrer cruzamento intersistemas. O FS tripleto pode transferir elétrons ao
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substrato gerando radicais superoxidos, que por sua vez podem formar espécies
reativas como ions hidroxila, caracterizando uma reacao do tipo 1, ou ainda interagir
com o oxigénio tripleto molecular, transferindo energia e dessa forma gerar oxigénio
singleto, mecanismo caracteristico das reacgfes do tipo 2 (CASTANO; DEMIDOVA,;
HAMBLIN, 2004).

Figura 7: Diagrama de Jablonski descrevendo o processo fotoquimico da TFD.
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Fonte: Adaptado de Castano; Demidova e Hamblin (2004).

A TFD destaca-se por ser uma terapia minimamente invasiva, apresentar
poucos efeitos colaterais e possibilidade de ser aplicada topicamente, principalmente
para lesdes de pele causadas por microrganismos ou canceres superficiais
(KUBLER, 2005; PLAETZER et al., 2013).

As fontes de luz empregadas na TFD sdo as mais variadas. Dentre elas,
destacam-se os lasers, lampadas de amplo espectro, dispositivos a base de diodo
(LED), e até mesmo a luz solar, sendo a escolha do tipo de fonte de luz dependente
da localizacdo da lesédo de interesse, da quantidade de energia que se pretende
aplicar no local e das caracteristicas do FS (BRANCALEON; MOSELEY, 2002;
TOMAZINI et al., 2007).
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3.2.1 Fotossensibilizadores

O FS é um composto capaz de absorver fétons ao interagir com a luz, e a
escolha desse composto depende do tipo de tecido que sera o alvo da terapia, das
caracteristicas fisico-quimicas e da cinética e distribuicio do composto pelo
organismo do paciente. Um FS ideal deve apresentar caracteristicas como
hidrossolubilidade, alta absor¢céo de luz dentro do espectro visivel e de preferéncia
em comprimentos de onda que apresentem boa penetracdo no tecido, baixa
citotoxicidade no escuro, baixa taxa de agregacédo em solucdes, além de apresentar
minimo ou nenhum efeito adverso ao paciente. Tais caracteristicas garantem que o
FS podera desempenhar seu papel sem causar grandes efeitos colaterais durante o
tratamento (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; ISSA; MANELA-AZULAY,
2010).

Alguns compostos utilizados na TFD funcionam como precursores de
compostos fotossensiveis, como o &cido-5-aminolevulinico (ALA) e o metil-ALA, que
sdo precursores da Protoporfirina 1X (PplX) capaz de absorver a energia da
irradiacdo, porém esse composto pode apresentar limitacdo quando aplicado no
tratamento das leishmanioses, uma vez que a PpIX ndo apresenta grande
acumulacéo nos parasitos intracelulares em co-cultivo com macréfagos (LECHUGA;
PEREIRA; BOURGUIGNON, 2019; MATEUS; VALDIVIESO; HERNANDEZ, 2014).

Em 1990, o derivado de hematoporfirina conhecido comercialmente como
Photofrin® foi o primeiro FS utilizado na aplicacéo clinica da TFD, sendo esse um
composto da primeira geracdo de FS. J4 a segunda geracdo desses compostos
concentrou-se as clorinas, que possuem estrutura semelhante as porfirinas, mas
com modificagdes que beneficiam sua solubilizagdo. Ainda dentro da segunda
geracdo de FS encontram-se as ftalocianinas, que agem em baixissimas
concentragcbes, e os fenotiazinicos, corantes amplamente acessiveis e usuais,

porém que apresentam certa toxicidade no escuro (ORMOND; FREEMAN, 2013).
3.2.2 Curcumina
A curcumina é um pigmento alaranjado extraido da raiz do acgafrdo da terra

(Curcuma longa) e suas propriedades médicas vém sendo estudadas ha mais de

dois séculos. Dentre as aplicacfes, destacam-se as propriedades anticancerigenas,
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de controle de microrganismos e o carater anti-oxidativo e anti-inflamatério desse
composto que vem sendo estudado inclusive como alternativa no tratamento do
Alzheimer (LEITE et al.,, 2014; PRIYADARSINI, 2014; VENIGALLA; GYENGESI,
MUNCH, 2015).

O espectro de absorcao de luz da curcumina exibe picos entre comprimentos
de onda de 300 nm e 400 nm e entre 430 e 500 nm (Figura 8), sendo esse ultimo o
de interesse para aplicagdo da TFD com curcumina. Comprimentos de onda
menores sdo considerados mais energéticos em comparagdo a outros
frequentemente utilizados na TFD, como 660 nm (clorinas) e 630 nm (pofirinas),
porém apresentam menor penetracdo no tecido. Uma vez que as lesGes causadas
pela LT séo tipicamente superficiais, essa caracteristica ndo seria uma limitagcao

para o tratamento com a TFD.

Figura 8: Espectro de absor¢do da curcumina, obtido em espectrofotdmetro UV-Visivel (Denovix DS-

11).
——— Curcumin
1 |
L
S 300000 4 f
c |
o |
g 200000 - ‘l
100000 -
04 e —— - — -
300 400 500 600 700 ] 900
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Pinto (2016).

3.2.3 Terapia fotodinamica aplicada no tratamento da LT

A TFD tem sido pesquisada como tratamento alternativo para diversos tipos
de infec¢Oes superficiais de pele e boca, por sua facilidade em inativar bactérias
patogénicas que, geralmente, sdo resistentes ao tratamento atual (DAI; HUANG,;
HAMBLIN, 2009). Além disso, destaca-se por ser uma terapia no combate ao

cancer, uma vez que 0s tratamentos convencionais, como a quimioterapia e
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radioterapia, apresentam diversos efeitos colaterais (LIU; MENG; BU, 2019; WU,;
MINAMIDE; YANO, 2019).

Nesse mesmo cenério, a TFD tem sido interessante alternativa no tratamento
da LT, visto que é uma doenca em que o tratamento convencional conta com
diversas restricdes, presenca de efeitos colaterais e, muitas vezes, ndo apresenta
adequada efetividade na eliminacdo do parasito. Oliveira e colaboradores, em 2017,
observaram reducédo de 62% de macrofagos infectados apds 48 horas de infeccdo
nos grupos submetidos & TFD com azul de metileno, demonstrando que a terapia
pode diminuir significativamente a quantidade de células infectadas (OLIVEIRA et
al., 2017).

A TFD aplicada no tratamento da LT tém se utilizado de diversos tipos de FS,
como as clorinas, corantes fenotiazinicos e ftalocianinas (PINTO et al., 2017; PINTO;
PACHECO-SOARES; MITTMANN, 2011; SILVA et al, 2015). Nesi-Reis e
colaboradores, em 2017, realizaram estudo, in vitro, para avaliar a resposta de
promastigotas e amastigotas de L. amazonenses a TFD com cloro-aluminio
ftalocianina (AIPcCI) e hidroxi-aluminio ftalocianina (AIPcOH). Obtiveram reducgéo
significativa na viabilidade dos parasitos com os dois FS testados e, além disso, ndo
encontraram citotoxicidade desses compostos contra os macrofagos nao infectados
indicando a possibilidade do uso dessas ftalocianinas no tratamento da LT (NESI-
REIS et al., 2017). Enquanto os estudos de Pinto e colaboradores em 2017 (PINTO
et al., 2017), e em 2016 (PINTO et al., 2016a) obtiveram inativacdo de promastigotas
de L. major e L. braziliensis, in vitro, utilizando azul de metileno e clorina €6,
respectivamente, demonstrando o potencial desses FS como possiveis opcdes para
a TFD contraa LT.

Sbeghen e colaboradores em 2015 compararam a resposta de hamsters
infectados com L. braziliensis a TFD com azul de metileno intradérmico, TFD com
azul de metileno aplicado topicamente e tratamento com Anfotericina B. Os
resultados demonstraram que a TFD com AM topico foi capaz de promover a
diminuicdo da extensdo das lesbes da mesma forma que o tratamento com
Anfotericina B e, além disso, promoveu recuperacdo do tecido lesionado
estimulando a reconstruc¢édo do epitélio e a formacéo de fibras colagenas (SBEGHEN
et al., 2015).

A TFD né@o precisa ser necessariamente uma terapia substitutiva para o

tratamento convencional da LT, ja que ela pode ser combinada com o tratamento
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convencional. Estudos desenvolvidos por Ribeiro e colaboradores em 2016 e 2019,
demonstraram eficacia da TFD utilizando cloro-aluminio ftalocianinas lipossomais
gquando associadas a Miltefosina e a N-metil glucamina (composto utilizado na
formulagéo da Miltefosina). O tratamento combinado nesses trabalhos, foi capaz de
reduzir a carga parasitaria, promover recuperacao do local da lesdo, e ainda nao foi
observada reinfeccéo pelos parasitas 60 dias apds o tratamento, indicando que os
parasitos ndo se multiplicaram novamente (RIBEIRO et al., 2016, 2019).

Apesar dos estudos promissores com a TFD, é importante que se busque por
opcOes para baratear essa terapia, uma vez que a leishmaniose ocorre tipicamente
em locais de subdesenvolvimento, infectando pacientes pobres e carentes. Portanto,
tornar a TFD mais acessivel a populacao carente € de fundamental importancia para
sua incorporacdo como modalidade terapéutica e para utiliza-la como tratamento
para LT (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; STAHL et al., 2018). A curcumina surge
como uma opc¢ao de FS para esse cenario, visto que é um composto natural, de facil
acesso e tém apresentado resultados promissores na desinfeccdo bacteriana,
principalmente de bactérias bucais cariogénicas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016;
ARAUJO et al., 2012; JIANG et al., 2014; PASCHOAL et al., 2013). Porém, as
pesquisas com esse composto aplicadas a leishmaniose ainda sdo muito escassas,

sendo necessario o desenvolvimento de estudos que abordem essa tematica.
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4 JUSTIFICATIVA

O tratamento convencional para a LT tem apresentado diversos efeitos
colaterais como nauseas, vomitos, mialgia e acometimento cardiaco, tornando a
necessidade do desenvolvimento de tratamentos alternativos para o tratamento da
doenca. Além disso, deve-se levar em consideracao a limitacdo do tratamento via
antimoniais para pacientes com doenca cardiaca e gestantes (CROFT; SEIFERT,;
YARDLEY, 2006; KHATAMI et al., 2007).

Outro ponto agravante em relacdo a LT estd no carater desfigurante das
lesbes causadas. Essa situacdo tem impacto direto na qualidade de vida e bem-
estar fisico e mental do paciente acometido que, em muitas situacdes, pode deixar
de trabalhar em decorréncia da doenca, sendo possivel considera-la também uma
patologia que causa limitac6es ocupacionais (REITHINGER et al., 2007).

Como consequéncia provocada pelo aquecimento global, a presenca do vetor
da LT tem sido cada vez mais abrangente no territério nacional. Com as altas
temperaturas que perduram pela maior parte do ano, o mosquito pdde atingir areas
anteriormente livres do vetor. Dessa forma, poderdo existir cada vez mais regides
endémicas para essa doenca, aumentando consideravelmente o niumero de casos
espalhados por todo o pais (GRADONI, 2018).

A LT esta diretamente relacionada a pobreza das regides afetadas. A doenca
€ considerada uma doenca negligenciada, portanto, tende a afetar a parcela mais
pobre da populacdo que tém mais dificuldades para se manter no mercado de
trabalho depois do acometimento da doenca. Baixo acesso a servicos de saude,
precariedade no saneamento basico e baixo poder aquisitivo das familias
acometidas sdo exemplos de situacbes que estdo ligadas a incidéncia da doenca.
Pesquisas que procurem oportunizar o acesso ao diagndstico e tratamento da LT
sédo fundamentais para o controle e minimizagédo dos impactos sociais e econdmicos
causados pela doenca (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; OKWOR; UZONNA, 2016;
SUNYOTO; BOELAERT; MEHEUS, 2018).

A TFD pode ser interessante alternativa no tratamento da LT, considerando
gue ndo apresenta efeitos colaterais como o tratamento convencional feito por
antimoniais pentavalentes. Além disso, pode-se citar que a TFD pode ser um
tratamento de facil acesso, uma vez que os equipamentos a base de LEDs tém

barateado a aplicacdo e democratizado 0 acesso a essa modalidade terapéutica.
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Estudos tém relatado resultados promissores da TFD combinada com
tratamento convencional, reduzindo as doses de medicamentos que normalmente
sdo administradas nos pacientes. Nesse contexto, a TFD utilizando a curcumina
como FS pode ser ainda mais interessante, uma vez que o baixo valor de aquisicéo
do composto e a facilidade na extracdo e isolamento da curcumina, sendo um
processo que pode ser realizado no proprio pais, sem a necessidade de complexos
processos de sintese bem como necessidade de importacdo do FS pode contribuir
para 0 acesso a terapia.

Outra caracteristica importante para a diminuicdo do custo da TFD é a
utilizacdo de compostos baratos e acessiveis para serem utilizados como FS, tendo
se destacado o Azul de Metileno (AM) e a Curcumina nesse cenario (OLIVEIRA et
al., 2017; PINTO et al., 2017).
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5 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram desenvolvidos no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, especificamente no
Laboratério FOTOBIOS, responsavel Prof2 Dra. Juliana Ferreira Strixino,
Laboratério de Dinamica e Compartimento Celular, responséavel Prof.2 Dra. Cristina
Pacheco Soares, Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual, responsavel Prof. Dr.
Newton Soares da Silva e Central de Laboratorios Multiusuérios.

5.1 CULTIVO DOS PARASITOS

As cepas utilizadas para o trabalho foram L. braziliensis M2904 e L. major
LV39. O cultivo foi realizado inicialmente com a manutencdo das formas
promastigotas dos parasitos, mantendo-os em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB), 1% de solucdo de
Penicilina/Estreptomicina, 2 mM de Glutamina, 1% de Urina e 2,5 mg.mL? de
Hemina e repicados semanalmente de acordo com a fase logaritmica de

crescimento.

5.2 CULTIVO DOS MACROFAGOS

Os macréfagos de camundongo 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

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

5.3 INTERACAO DOS MACROFAGOS RAW 264.7 COM L. braziliensis E L.

major

O processo de infeccdo dos macrofagos foi realizado pela interacdo dos
promastigotas de Leishmania com os macrofagos, na proporcédo de 10:1 parasitos
por célula. Inicialmente foram contados e transferidos 1x10* macréfagos por poco
em placas de 24 ou 96 pocos, deixando para adeséo, por 12 horas, em estufa a

37°C e 5% de CO2. Ap6s esse periodo foi realizada a contagem dos parasitos e
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adicionados 1x10° promastigotas por poco contendo macréfagos, e o periodo de
internalizacao foi de 24 horas em estufa 37°C e 5% de CO:2. Por fim, a avaliacdo da

internalizacao foi feita por visualizagdo em microscopio invertido Zeiss Axio Vert. Al.
54 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE CURCUMINA
Foi preparada uma solucdo estoque de Curcumina diluida em DMSO/Alcool
na concentracéo de 10 mg.mL™. As solucdes de uso experimental foram preparadas
a partir da diluicdo da solucdo estoque em solucédo salina tamponada com fosfato
(PBS), mantendo uma proporcdo de DMSO nas solu¢des de trabalho menor do que
1%.

5.5 APLICACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

Para aplicacdo do tratamento, os grupos experimentais foram divididos de
acordo com a tabela 1.

Tabela 1: Divisdo de grupos amostrais para desenvolvimento dos experimentos

Grupos amostrais

Curcumina (ug.mL™) Curcumina (ug.mL™)
S/ Curcumina (Controle) s/ Curcumina (LED)
Nao 500 500
irradiado 250 Irradiado 250
125 10 J/cm? 125
62,5 62,5
31,3 31,3
15,6 15,6
7,8 7,8

Fonte: O autor.

Os grupos experimentais apresentados foram realizados em trés situacdes
distintas, na primeira situacdo foram avaliados apenas o0s macréfagos néo
infectados, na segunda os macrofagos infectados com L. braziliensis e na terceira,

macrofagos infectados com L. major. Essa divisdo foi reproduzida para todos os
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testes realizados, com excecdo da avaliacdo morfologica, onde foram selecionadas
apenas trés concentracdes de curcumina que apresentaram baixa citotoxicidade no
escuro e inativacdo dos macréfagos quando irradiados.

Os grupos amostrais foram dispostos em duas placas de 96 pocos, uma placa
irradiada e outra nao irradiada, adicionando numero de macréfagos RAW 264.7 e de
parasitos como descritos na sesséo 5.3. Apés periodo de incubacdo necessario para
infeccdo dos macrofagos, foi retirado o meio de cultura e adicionada solugdo de
curcumina nas concentracfes descritas, sendo que para aqueles grupos sem
fotossensibilizador foram adicionados mesmo volume de PBS. Procedeu-se
incubacédo de 1 hora em estufa a 37°C e 5% de COa.

Apébs a incubacao, a curcumina foi retirada e foi adicionado o mesmo volume
de PBS para a placa irradiada e meio DMEM para placa n&o irradiada. A irradiacéo
foi realizada utilizando dispositivo a base de 48 LED’s, Biotable Irrad/LED450
(Biopdi), com irradiancia de 36 mW/cmz, poténcia de 3 W por LED e fluéncia de 10
J/cm2, com comprimento de onda de 450 nm. O tempo de irradiacdo foi de 4 minutos
e 38 segundos.

ApoOs a aplicacédo da TFD, foi retirado o sobrenadante de PBS e adicionado o
mesmo volume de meio DMEM, como realizado para a placa ndo irradiada. As
placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO:2 durante 18 horas antes das analises.

Para assegurar a confiabilidade dos resultados, foram realizados trés
experimentos independentes em triplicata, além dos grupos amostrais estarem
protegidos da luz durante todo o processo para minimizar as possiveis variacfes
causadas pela iluminacdo ambiente.

Como forma de se obter um controle da resposta apenas dos macréfagos ao
tratamento, foram conduzidos experimentos apenas com células RAW 264.7 nao

infectadas com Leishmanias, preservando todos os grupos amostrais citados.

5.6 INTERNALIZACAO DA CURCUMINA EM MACROFAGOS NAO
INFECTADOS E INFECTADOS COM LEISHMANIA

Inicialmente foram adicionados 1x10° macré6fagos RAW 264.7 sobre laminulas
de vidro colocadas em placas de 24 pocos, sendo incubados durante 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO2. Apos esse periodo, em alguns pocos foram adicionados

1x108 parasitos, mantendo grupos de macréfagos ndo infectados, macréfagos
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infectados com L. braziliensis e macrofagos infectados com L. major, prosseguindo
uma nova incubacdo de 24 horas para a internalizacdo dos parasitos. Apds esse
periodo, o0 meio de cultura foi retirado e foi adicionada curcumina nas concentracoes
de 31,2, 15,6 e 7,8 pg.mL. A incubacdo com curcumina foi de 1 hora, seguida de
uma lavagem com PBS e fixacdo com Paraformaldeido 4% durante 15 minutos em
temperatura ambiente. Apos a fixacdo as laminulas foram novamente lavadas com
PBS e montadas em laminas de vidro. A analise foi realizada utilizando microscépio
confocal Zeiss LSM 700 com excitagdo em 405 nm e captacdo em 450 nm.

5.7 TESTE DE EXCLUSAO POR AZUL DE TRYPAN

O teste de exclusdo por azul de Trypan é uma técnica utilizada para avaliar o
namero de células vivas e mortas apdés determinado tratamento. Baseia-se
fundamentalmente na propriedade das células vivas conseguirem expulsar o corante
utilizado, enquanto as células mortas perdem a propriedade seletiva de membrana e
tendem a acumular o composto no meio intracelular.

O procedimento foi realizado a partir da interacdo dos grupos amostrais, 18
horas apo6s a aplicacdo da TFD, com solucédo de Azul de Trypan 0,2% e incubacao
de cinco minutos. Apos esse tempo a solucdo foi retirada e adicionado PBS.
Posteriormente, os grupos foram avaliados contando o niumero de macréfagos vivos
e mortos em 10 campos aleatorios diferentes para cada poco. Para tal foi utilizado o

microscopio invertido Zeiss Axio Vert. Al.

5.8 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Das concentragcdes de Curcumina avaliadas no teste de viabilidade, foram
utilizadas as trés menores para avaliacdo do aspecto morfoldégico dos macréfagos
apos TFD.

Para a avaliacdo em MEV, o procedimento de infec¢cdo dos macrofagos foi
realizado em placas de 24 poc¢os contendo laminulas circulares de vidro estéreis.
Procedeu-se a aplicacdo da TFD e posteriormente os grupos foram fixados com
Parafolmaldeido 2,5% diluido em PBS e pH 7,4. Apoés a fixagdo e pos-fixagdo com

solucdo de tetroxido de osmio, foi realizada a desidratagdo, imergindo as laminulas
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por 10 minutos sucessivamente em banhos de etanol a 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% e 100%, sendo esse ultimo repetido por duas vezes. Para finalizar o
procedimento foi adicionada uma gota de Hexadimetilsilazane (HMDS), seguido de
secagem em temperatura ambiente.

Antes da visualizacdo das laminas foi realizada metalizacdo das laminulas
com ouro, seguindo da analise utilizando microscopio eletronico de varredura
ZeisseVO MA 10.

5.9 AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DA POTENCIAL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL POR MARCACAO FLUORESCENTE COM
RODAMINA TRIMETILADA

A Rodamina Trimetilada (Rho 123) € um corante catiénico verde-fluorescente
gue tende a se acumular nas mitocondrias presentes nas células sem causar efeito
citotéxico nas mesmas, sendo um composto utilizado para avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial em células apoptoticas.

Esse ensaio foi realizado utilizando a Rho 123 como marcador fluorescente
avaliado por microscopia confocal. Para tal, 10° macréfagos/mL foram aderidos e
cultivados sobre laminulas circulares durante 24 horas a 37°C e 5% de CO2, e
posteriormente foram infectados com 108 parasitos/mL na fase promastigota,
prosseguindo uma nova incubacéo de 24 horas e subsequente aplicacdo da TFD.
Decorrente um periodo de incubacdo de 18 horas pds-TFD, os grupos foram
marcados com 20,0 pg.mL* de Rho 123 (Sigma-Aldrich), interagindo por 40 minutos
em temperatura ambiente.

Apbs o periodo de interacdo, as laminas foram preparadas utilizando Prolong
Gold Antifade with DAPI (Thermofisher) e avaliadas em microscopio confocal Zeiss
LSM 700 com excitagdo em 491 nm e emissdo 530 nm. A quantificacdo da
fluorescéncia emitida foi realizada a partir de triplicatas de fotos usando o software
Image J e mantendo as especificacbes de aquisicdo do microscopio durante todo o

processo de obtencao de imagens.
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5.10 TESTE DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL COM MTT

Foi avaliada a atividade mitocondrial dos controles (claro e escuro), dos
grupos que interagiram com curcumina no escuro e dos grupos submetidos a TFD
nas concentragdes de 15,6 e 7,8 pg.mL1. Para tal, foi utilizado o teste de MTT, que
se baseia na degradacdo do sal de MTT (3- [4,5- dimethylthiazol-2-yl] -2, 5-
diphenyltetrazoliumbromide) em cristais de formazan pela mitocondria. Portanto,
mitocondrias que apresentam alta atividade tendem a metabolizar mais o sal de MTT
e consequentemente formar mais cristais de formazan, reacdo que pode ser
detectada por solubilizacdo do formazan em DMSO e posterior quantificacdo por
espectrofotometria.

Para o procedimento do experimento, foi realizado o cultivo dos macrofagos
infectados em placas de 96 pocos, aplicacdo da terapia e posterior incubacéo de 18
horas. ApOs esse periodo, 0 meio de cultura foi retirado e foram adicionados aos
grupos 100 pL de MTT na concentragdo de 5 mg/mL, seguido de incubacdo em
estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds a incubacdo o composto foi retirado e foram
adicionados 200 yuL de DMSO e, em sequéncia, foi determinada a absorbancia dos
grupos em equipamento Biotek® Sinergy HT com filtro de 570 nm. Os valores de
absorbancia encontrados foram convertidos em porcentagem de atividade

mitocondrial em relagé@o ao controle. Para tal, foi utilizada a seguinte formula:

Atividade Mitocondrial (%) = (Absorbancia dos grupos - branco)
x100

(Absorbancia do controle - branco)

5.11 RECUPERACAO DE Leishmanias APOS TRATAMENTO COM TERAPIA
FOTODINAMICA

A fim de se avaliar a capacidade de proliferacdo dos parasitos apos a
aplicacdo da TFD, os parasitos remanescentes dos grupos submetidos a terapia
com concentracdes de curcumina de 15,6 e 7,8 pg.mL*? foram recuperados,
quantificados e comparados com o grupo controle. Para tal, os macrofagos foram
lisados em solucao de 0,05% de dodecil sulfato de sodio (SDS) dissolvido em meio

LIT suplementado (descrito no item 5.1) e posteriormente incubados em estufa a
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27°C durante 48 horas. Ap0s o tempo de incubacdo, os parasitos obtidos foram

contados em camara de Neubauer.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram avaliados e submetidos
ao teste ANOVA com teste tukey, utilizando o software BioEstat 5.0 (Instituto
Mamiraua). Todos os experimentos foram realizados em triplicata em pelo menos

dois experimentos independentes.
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6 RESULTADOS

6.1 INTERNALIZACAO DA CURCUMINA EM MACROFAGOS INFECTADOS

A fim de se obter imagens que indicassem a distribuicdo da curcumina pelos
macrofagos nao infectados e infectados pelas duas espécies de Leishmania spp.
avaliadas, foi realizado experimento de internalizacdo do FS por microscopia
confocal (Figura 9). Foram avaliadas as concentracdes de curcumina que
apresentaram melhor resposta no teste de viabilidade por azul de Trypan, ou seja,
aguelas que apresentaram pouca ou nenhuma citotoxicidade no escuro e, ao
mesmo tempo, foram capazes de causar a morte celular quando irradiadas,

evidenciando efeito da TFD e n&o apenas do FS.
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Figura 9: Internalizacao da curcumina por macréfagos nao infectados, macréfagos infectados com L.
braziliensis e macrofagos infectados com L. major nas concentragdes de 31,3, 15,6 e 7,8 pug.mL2.
Setas indicam os nucleos dos macréfagos, enquanto as pontas de seta indicam amastigotas de L.
braziliensis e L. major internalizados nos macroéfagos.

31,3 yg.mL-1 15,6 ug.mL-1 7,8 pg.mL-1

MACROFAGOS

MACROFAGOS
+

L. braziliensis

MACROFAGOS
+

L. major

Fonte: O autor.

A andlise das imagens permite observar que nas trés concentracdes
apresentadas houve internalizagéo do FS nas células, uma vez que a fluorescéncia
emitida é referente apenas a curcumina, ja que nao foram utilizados outros
marcadores fluorescentes no experimento. Além disso, € interessante observar que,
mesmo internalizados pelos macréfagos, o sinal da curcumina esta presente nos

amastigotas internalizados de L. braziliensis e L. major.
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6.2 ENSAIO DE VIABILIDADE PELO TESTE DE EXCLUSAO POR AZUL DE
TRYPAN

A viabilidade ap6s a aplicagdo da TFD foi avaliada por meio do teste de
exclusao por azul de Trypan, onde foi observado que, nas maiores concentracdes de
curcumina avaliadas (500, 250, 125 e 62,5 pg.mL?), houve efeito citotéxico tanto
para os macrofagos infectados, quanto para os ndo infectados, indicando que essas
concentracbes ndo sao interessantes para aplicacao in vitro, uma vez que apenas a
curcumina no escuro pode promover a morte celular. Contudo, nas menores
concentracfes testadas, foi observada viabilidade acima dos 80% (diferenca
significativa, p<0,01) nas concentracdes de 15,6 e 7,8 ug.mL* no escuro e, quando
submetidos a TFD, os grupos tratados mantiveram viabilidade abaixo dos 5%,
chegando até mesmo a completa inativacdo dos macrofagos infectados com L.
braziliensis e L. major (Figura 10).

A concentracdo de 31,3 pug.mL* de curcumina apresentou baixa (menos de
20%) citotoxicidade no escuro para macrofagos néo infectados e para macréfagos
infectados por L. major. Porém, quando avaliada a viabilidade celular para
macrofagos infectados com L. braziliensis, foi observada citotoxicidade maior que
70%, indicando que essa nao foi uma concentracdo adequada de FS para essa
situacdo experimental, ja que o efeito inibitério observado ndo se trata de efeito
fotodinamico.

Em contrapartida, as concentracdes de 15,1 e 7,8 pg.mL* demonstraram
inativacdo das células infectadas por efeito fotodinamico, visto a alta viabilidade
desses grupos quando nao irradiados e baixa viabilidade quando submetidos a
terapia. Apenas o0s macréfagos infectados com L. major apresentaram maior
resisténcia ao tratamento com TFD na menor concentragdo de curcumina utilizada
(7,8 pg.mLY), indicando que diferentes espécies do parasito podem apresentar
maior ou menor sensibilidade ao tratamento, sendo necessarias possiveis
adaptacdes de protocolo em aplicacdes in vivo e clinicas a depender da espécie de
Leishmania estudada.

Considerando os dados obtidos no teste de exclusdo por azul de Trypan,
foram selecionadas as concentracées de 31,3, 15,6 e 7,8 ug.mL* para realizar os
experimentos de analise morfolégica por MEV e internalizacdo do FS por

microscopia confocal. e foram selecionadas as concentracdes de 15,6 e 7,8 pg.mL?
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para realizar os testes de avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial por

marcacao do Rho 123 e recuperacao de parasitos apés TFD.
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Figura 10: Viabilidade celular por teste de exclusao por Azul de Trypan. (a) macréfagos RAW 264.7
ndo infectados, (b) macréfagos infectados com L. braziliensis e (c) macréfagos infectados com L.
major. Os valores estdo expressos pela média + desvio padrdo. O simbolo * representa diferenga
estatistica significativa (p<0,01) entre o grupo controle e os outros grupos indicados pelo mesmo
simbolo. A linha horizontal representa a comparagao com todos os grupos localizados abaixo dela.
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6.3 ANALISE MORFOLOGICA DE MACROFAGOS RAW 264.7 INFECTADOS
SUBMETIDOS A TFD COM CURCUMINA

Considerando os resultados obtidos no teste de viabilidade por azul de Trypan
foram selecionadas as concentracdes de 31,2, 15,6 e 7,8 ug.mL! para proceder os
experimentos de avaliacdo de morfologia celular. Foi realizada a analise morfoldgica
dos macrofagos utilizando a Microscopia Eletrénica de varredura (MEV). Observou-
se que os macréfagos em cultura foram afetados pela TFD com curcumina, mesmo
em concentracbes baixas (Figura 11). Os grupos irradiados e com curcumina
mantidos no escuro, ndo apresentaram alteracfes morfolégicas significativas.

As alteracdes na morfologia celular dos macréfagos indicam estresse sofrido
pela aplicacdo da terapia que resultou na destruicdo das células como observado
nos grupos submetidos a TFD. Houve aparente lise da membrana celular do
macrofago, com extravasamento de seu conteudo intracelular.

A andlise morfolégica por MEV dos macrofagos permitiu observar
comportamento semelhante dos macréfagos néo infectados com aqueles infectados
com L. braziliensis e L. major, ou seja, todos 0s grupos experimentais foram
afetados pela TFD com curcumina, mesmo em concentracfes baixas do FS (figuras
12 e 13).

Outra situacdo observada foi a auséncia de parasitos livres apds a destruicédo
dos macréfagos via TFD, o que pode indicar que essas amastigotas tenham sido
erradicadas juntamente com a destruicdo dos macréfagos comprometidos. Tal
situacdo €é favoravel, visto que os parasitos livres poderiam ser fagocitados

novamente desencadeando processo inflamatorio caracteristico da LT.
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Figura 11: Microscopia eletrénica de varredura dos macréfagos nao infectados. Controle: células néo
incubadas com curcumina. Os valores 31,3, 15,6 e 7,8 pg.mL-1 indicam as concentracbes de
curcumina com as quais 0s respectivos grupos foram incubados. A coluna da esquerda indica os
grupos néo irradiados, enquanto a coluna da direita indica os grupos irradiados. Aumento de 2000
vezes.
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NAO IRRADIADO 10
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Fonte: O autor.
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Figura 12: Microscopia eletrénica de varredura dos macrdfagos infectados com amastigotas de L.
braziliensis. Controle: células ndo incubadas com curcumina. Os valores 31,3, 15,6 e 7,8 pg.mL-1
indicam as concentracBes de curcumina com as quais 0s respectivos grupos foram incubados. A
coluna da esquerda indica os grupos nao irradiados, enquanto a coluna da direita indica os grupos

irradiados. Aumento de 2000 vezes.

MACROFAGOS + L. braziliensis

NAO IRRADIADO 10
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CONTROLE

Fonte: O autor.
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Figura 13: Microscopia eletrénica de varredura dos macrdfagos infectados com amastigotas de L.
major. Controle: células ndo incubadas com curcumina. Os valores 31,3, 15,6 e 7,8 ug.mL-1 indicam
as concentra¢gfes de curcumina com as quais 0s respectivos grupos foram incubados. A coluna da
esquerda indica os grupos ndo irradiados, enquanto a coluna da direita indica os grupos irradiados.

Aumento de 2000 vezes.

MACROFAGOS + L. major

NAO IRRADIADO 10
IRRADIADO J/lcm?

CONTROLE

7,8 pg.mL-"1

Fonte: O autor.
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6.4 ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DO POTENCIAL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL POR MARCACAO COM RHO 123

A Rho 123 é um composto que interage ativamente com a membrana
mitocondrial, apresentando alta emissdo de fluorescéncia em membranas
amplamente ativas e baixa fluorescéncia em membranas pouco ativas. Nos
resultados deste estudo (Figura 14) observamos que os controles apresentam
menor atividade de mitocondria em relagdo aos grupos submetidos & TFD (p<0,05),
tanto para os macrofagos nao infectados quanto para os infectados com L.
braziliensis. A fluorescéncia emitida pelo controle n&do apresentou diferenca
significativa (p>0,05) em relagcdo aos grupos de macrofagos infectados por L. major,
considerando 0s grupos que apenas interagiram com as duas concentracdes de
curcumina e grupos submetidos a TFD para essa espécie.

Quando analisados apenas o0s grupos submetidos a TFD, a polarizacdo
mitocondrial por Rho 123 foi concentracdo dependente (p<0,05), exibindo maior
fluorescéncia na TFD com 15,6 pg.mL?* de curcumina do que com 7,8 pug.mL* do
FS. Esse comportamento foi observado para macréfagos ndo infectados e

macrofagos infectados com L. braziliensis (Figura 14a, 14b).
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Figura 14: Quantificacdo da fluorescéncia de Rho 123 emitida por (a) macréfagos néo infectados, (b)
macrofagos infectados com L. braziliensis e (c) macréfagos infectados com L. major. Os valores estéo
expressos como média + desvio padrdo. O simbolo * representa diferenga estatistica significativa
(p<0,01) entre os grupos indicados pelo simbolo e o controle néo irradiado. O simbolo e representa
diferenga estatistica significativa (p<0,01) entre o grupo irradiado e nédo irradiado na concentracdo de
curcumina de 15,7 pg.mL1. O simbolo o representa diferenca estatistica significativa (p<0,01) entre o
grupo irradiado e néo irradiado na concentracdo de curcumina de 15,7 pg.mL1. O simbolo “ns” indica
que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre 0 grupo controle ndo irradiado e os grupos abaixo
da linha horizontal.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL VIA TESTE DE MTT

A figura 16 indica os resultados da porcentagem de atividade mitocondrial em
relacdo ao controle ndo irradiado para macréfagos RAW 264.7 ndo infectados e
infectados com L. braziliensis e L. major. E possivel observar que os grupos apenas
irradiados, apesar de apresentarem ligeira diminuicdo da atividade mitocondrial, ndo
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle, indicando que a luz azul
por si s6 ndo apresentou efeitos relevantes sobre a atividade mitocondrial. Esse
resultado foi observado para os macrofagos infectados e néo infectados.

Quando analisados 0s grupos que interagiram com curcumina nas
concentracdes de 15,6 e 7,8 ug.mL-1 € possivel observar que ndo houve diferencas
significativas em relagéo ao controle, portanto a curcumina néo foi capaz de causar
alteracdes na atividade mitocondrial quando ndo combinada com a luz, mantendo a
atividade mitocondrial proxima aos 100% tanto para macrofagos néo infectados
quanto para macréofagos infectados com as duas espécies de Leishmania avaliadas.

Quando comparado ao controle n&o irradiado, os grupos TFD nas
concentracfes de 15,6 e 7,8 ug.mL-1 apresentaram diferencas significativas para os
grupos com macrofagos infectados e nédo infectados. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos TFD nas concentracfes testadas, seja para macrofagos
infectados ou nao infectados com as espécies de Leishmania testadas. O resultado
demonstrou diminuicdo da atividade mitocondrial nos grupos TFD, indicando que o
processo de inativacdo fotodinAmica dos macrofagos promovido pela terapia pode

ser capaz de diminuir as capacidades metabdlicas das mitocdndrias dessas células.
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Figura 15: Porcentagem de atividade mitocondrial obtida a partir de dosagem de absorbancia pos
teste de MTT. Os valores representam as médias * desvio padréo. O simbolo * representa diferenga

estatistica significativa (p<0,01) entre o controle nédo irradiado e os grupos indicados pelo simbolo.
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6.5 RECUPERACAO DE PARASITOS APOS TERAPIA FOTODINAMICA

O ensaio de recuperacdo de parasitos apds aplicacdo da TFD avaliou o efeito
da terapia no crescimento de L. braziliensis e L. major. A figura 16 representa o
nimero de parasitos recuperados apos 48 horas de incubacdo. E possivel observar
que os controles para L. braziliensis e L. major 35x10% e 15x10° respectivamente,
enquanto os grupos submetidos a TFD apresentaram menos de 5x10° (diminuicéo
com diferenca estatistica, p<0,05). Nao houve diferencas significativas (p>0,05) na
quantificacdo dos parasitos pos-TFD quando comparadas as diferentes
concentracbes de curcumina (15,6 e 7,8 pg.mL1), condicdo observada para ambas

as espécies de Leishmania avaliadas.

Figura 16: Comparacdo quantitativa entre os grupos controle e grupos submetidos a TFD com
curcumina nas concentragdes de 15,6 e 7,8 pg.mL-! para L. braziliensis e L. major. Os valores foram
expressos como média + desvio padrdo. Os simbolos * e e representam diferenca estatistica
significativa (p<0,01) entre os grupos indicados por eles e os controles ndo irradiados para L.
braziliensis e L. major, respectivamente.
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7 DISCUSSAO

Esse estudo mostrou que a TFD reduziu a viabilidade de macrofagos RAW
264.7 infectados com L. braziliensis e L. major, além de demonstrar alteracfes
morfologicas e do potencial de membrana mitocondrial nos macrofagos infectados.
Enquanto € possivel encontrar consideravel niamero de estudos in vitro que
envolvem a aplicacdo da TFD em promastigotas de diferentes espécies de
Leishmania, especialmente utilizando FS como azul de metileno e diferentes tipos de
ftalocianinas (ANDRADE et al., 2018; AURELIANO et al., 2018; NESI-REIS et al.,
2018; PINTO et al., 2017; PINTO; PACHECO-SOARES; MITTMANN, 2011; SILVA et
al., 2015; SONG et al., 2011), trabalhos que estudem a aplicagdo da TFD com
curcumina ainda sdo escassos, especialmente quando se trata de ensaios com
macrofagos infectados. A realizacdo de experimentos em amastigotas internalizados
em células de defesa € um modelo que se assemelha mais a situacdo clinica
encontrada na fisiopatologia da doenca, sendo, portanto, um diferencial e importante
contribuicdo desse trabalho para a area de estudo.

As imagens obtidas a partir do experimento de avaliacdo da internalizacao da
curcumina por macréfagos infectados, reforcou o potencial de inativacéo
fotodinamica de macroéfagos infectados e amastigotas internalizados. Esse fato pode
ser comprovado pela captacdo do sinal de fluorescéncia da curcumina observado
tanto nos macrofagos quanto nos amastigotas intracelulares. Considerando a baixa
capacidade de difusdo e a curta meia-vida das EROS formadas no processo
fotoquimico da TFD, a localizacdo do FS esta intimamente relacionada com seu
lugar de acdo (AWAD et al.,, 2016; OGILBY, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Além
disso, o resultado observado reitera 0 que foi encontrado em trabalho anterior
(PINTO et al.,, 2016b), a ligagdo da curcumina ao nucleo da célula devido a sua
afinidade com DNA, conforme também proposto em outros estudos (BASU; KUMAR,
2013; GUPTA et al., 2011; NAFISI et al., 2009).

O presente estudo demonstrou reducao significativa em relagéo aos controles
especialmente nas concentragbes de 15,6 e 7,8 pg.mL-1. Um estudo anterior do
nosso grupo de pesquisas demonstrou que o0s macréfagos infectados com
Leishmania eram mais sensiveis ao tratamento utilizando baixas concentracdes de
FS quando comparados com parasitos isolados na forma promastigota (PINTO;
MARCOLINO; FERREIRA-STRIXINO, 2021). Visando a manutencdo do tecido
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adjacente as lesdes provocadas pela LT, a efetividade da terapia em baixas
concentracdes de curcumina € um resultado promissor, uma vez que diminui O risco
de citotoxicidade e dano celular ao tecido circundante.

Além disso, as células infectadas com L. braziliensis foram mais sensiveis ao
tratamento em comparacao com as células infectadas com L. major. Esse resultado
foi similar ao observado por Silva e colaboradores em 2015, onde registraram maior
eficiéncia da terapia em promastigotas de L. braziliensis em comparacdo com
promastigotas de L. amazonensis (SILVA et al., 2015). Esse achado é positivo para
paises da América do Sul, especialmente o Brasil, pois a maioria dos casos de LT
sdo causados pela espécie L. braziliensis. Contudo, o achado reforca a ideia de que
poderdo ser necessarios diferentes protocolos de aplicacdo da TFD com curcumina
para diferentes espécies do parasito.

As imagens obtidas por MEV exibiram morfologia celular tipica nos
macrofagos dos controles e grupos que apenas interagiram com curcumina (sem
irradiagao), enquanto nos grupos onde foi aplicada a TFD, foram observadas
alteracbes morfologicas intensas e destruicdo celular. Lise celular, perda das
projecdes citoplasmaéticas tipicas dos macrofagos, bem como a intensa presenca de
fragmentos celulares indicam danos celulares provocados pela acdo da TFD. Outros
trabalhos que avaliaram alteracdes morfolégicas pos terapia em promastigotas de
Leishmania spp. observaram perda da caracteristica fusiforme e alteragbes ou até
mesmo perda de importantes anexos celulares, como os flagelos, porém ainda eram
escassos trabalhos que avaliassem morfologia ap6s terapia para macréfagos
infectados (PINTO et al., 2016b, 2016a; SOUZA et al., 2021). Entretanto, a literatura
ainda carece de trabalhos com o mesmo tipo de avaliacdo utilizando macrofagos
infectados e TFD com curcumina. E também importante considerar que a curcumina
por si s6 ndo foi capaz de causar alteragcbes morfoldgicas nas células nas
concentracbes de 31,3, 156 e 7,8 pg.mL-1, corroborando o comportamento
observado no teste de exclusdo por azul de Trypan, onde as menores
concentracdes apresentaram menor citotoxicidade.

Uma preocupacgao decorrente dos resultados obtidos neste estudo foi avaliar
se 0s macrofagos destruidos liberariam amastigotas viaveis apos o tratamento. O
teste de recuperacéo de parasitas apos a TFD mostrou menor taxa de crescimento
para esses parasitos em comparagdo com 0 controle ndo tratado, indicando que a

terapia foi capaz de, em grande parte, inativar tanto os macréfagos parasitados
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guanto os amastigotas internalizados. Andrade e colaboradores (2018) observaram
uma reducdo de 40% no numero de parasitas amastigotas intracelulares apés
tratamento com TFD. A zinco-porfirina foi usada como um FS e a irradiagao foi
fixada em um comprimento de onda de 455 + 20 nm, com uma fluéncia de 90 e 180
J/icm2. Eles também demonstraram que a viabilidade das amastigotas internalizadas
foi comprometida durante a acdo da TFD (ANDRADE et al., 2018).

A avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial (Awm) foi feita a partir da
marcacgdo com Rho 123, e apresentou maior intensidade nos grupos tratados com a
TFD. Esse marcador apresentara alto Aygm em membranas mitocondriais
amplamente ativas, enquanto que em membranas danificadas ou pouco ativas o
Aym € baixo (DI LISA; BERNARDI, 1998; HUANG et al., 2007; PETIT et al., 1990).

Fedyaeva e colaboradores em 2014 encontraram correlagdo entre o aumento
da producdo mitocondrial de EROS e a hiperpolarizagcdo da membrana mitocondrial
durante o aumento de temperatura (FEDYAEVA et al.,, 2014). As EROS séo
produzidas fisiologicamente por via mitocondrial a fim de sinalizar e ativar
mecanismos celulares antioxidantes. No entanto, a alta producdo dessas espécies
pode acabar resultando na estimulacdo da via de morte celular por apoptose
(MURPHY, 2009). Considerando tais fundamentos, o tempo de 18 horas usado
neste estudo para avaliar as amostras, pode ter coincidido com a elevacdo do
potencial de membrana mitocondrial em resposta a um dano celular, nao
descartando a morte celular subsequente por apoptose, uma vez que a maioria das
células ndo eram viaveis no teste de viabilidade do azul Trypan.

Nos resultados obtidos pelo teste de atividade mitocondrial por MTT, os
grupos tratados com a TFD apresentaram diminuicdo da atividade mitocondrial,
comportamento que se repetiu para macréfagos ndo infectados e infectados pelas
duas espécies de Leishmania testadas. Esse resultado, apesar de parecer
contraditorio ao resultado observado quando avaliado o Aym, pode complementar a
hipotese de morte por apoptose subsequente a terapia. A mitocondria € uma
organela diretamente envolvida com processos de morte celular, especialmente a
apoptose. Esse processo de morte pode ser causado quando a organela perde sua
estabilidade e libera sinalizadores pré-apoptéticos no citoplasma da célula. A
presenca de curcumina por todo o citoplasma celular indica que esse FS também
pode estar presente nas mitocondrias causando a producédo de EROs. Uma vez que
essas espécies sao capazes de elevar a permeabilidade da membrana mitocondrial,
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esse poderia ser um iniciador para o0 processo de apoptose, visto que quanto mais
permeavel a mitocdndria, maior a chance de liberar fatores pro-apoptoticos bem
como elevar a liberacao de calcio pela mitocondria, que por sua vez, estimula a acao
de proteases e lipases citoplasmaticas, podendo levar a morte celular (FLEURY;
MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002).

Outra hipdtese que explicaria 0 aumento da Aym e diminuicdo da atividade
mitocondrial se baseia nas propriedades da Rhol23 como um corante para
determinacdo do Aym. Apesar de ser amplamente utilizada para esse fim, a Rho
123 pode ainda assim ser inespecifica para a mitocondria, especialmente em
situagcbes em que a polaridade da membrana plasmatica se encontra alterada
(CHEN, 1988). A diminuicdo da atividade mitocondrial pode estar diretamente
relacionada a incapacidade da célula produzir ATP e, como consequéncia, a
auséncia da energia quimica proveniente do ATP pode ser limitante para a acdo das
bombas de ions que fazem a manutencdo da polaridade da membrana plasmatica,
indicando que a correlacdo entre os resultados observados pode indicar a
inatividade da célula, visto o teste de MTT, bem como uma possivel alteracdo de
polaridade de membrana plasmatica evidenciada pela marcacdo com Rho 123.

Os resultados também indicaram que os macréfagos infectados com L. major
nao apresentaram diferencas de Aym em comparacdo com o0 controle. Essa
resposta pode estar relacionada as diferentes capacidades antioxidantes de cada
espécie de Leishmania, visto que os macréfagos infectados com L. major também
foram menos suscetiveis a TFD em concentracdes mais baixas de curcumina. Um
estudo realizado por Tasbihi e colaboradores em 2020, demonstrou a presenca de
diferentes taxas de expressdo de proteinas mitocondriais em L. tropica em
comparacdo com L. braziliensis, uma caracteristica que, segundo eles, garante
resisténcia aos medicamentos usados rotineiramente contra a leishmaniose
(TASBIHI et al., 2020). Além disso, a enzima superdxido dismutase (SOD), descrita
como diferencial na sobrevivéncia do parasito no ambiente intracelular do
macrofago, apresenta capacidade antioxidante para a as células, podendo estar
relacionada com a resisténcia a diferentes medicamentos (GHOSH; GOSWAMI,
ADHYA, 2003; HORACIO et al., 2021; YUE et al., 2020). Portanto, diferentes
espécies de Leishmania podem apresentar diferentes taxas de expressao de
proteinas mitocondriais e consequentemente diferentes capacidades antioxidantes,

podendo esse ser um diferencial para sua susceptibilidade a TFD.
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Embora a curcumina tenha apresentado citotoxicidade para macrofagos em
concentracbes acima de 15,6 pg.mL-1, o achado de maior resisténcia em
macréfagos infectados com L. major foi também observado anteriormente no estudo
de Silva e colaboradores (SILVA et al.,, 2015). A menor taxa de viabilidade foi
observada apds o tratamento em macrofagos infectados por L. braziliensis em
comparacdo com aqueles infectados por L. amazonensis. No presente estudo,
observou-se que as mudangas na viabilidade celular foram confirmadas pelas
mudancas morfolégicas observadas pelas imagens de MEV. A intensa destruicdo da
célula provavelmente estad ligada a ampla distribuicdo de curcumina em seu
citoplasma e nucleo, e sua possivel interagdo com as mitocondrias é revelado pela
mudanca nos padrdes de Rho 123.

O grande numero de parasitos internalizados que foram mortos ap6s a TFD
em aplicacdo Unica, foi um achado importante. Caso a terapia afetasse apenas os
macrofagos hospedeiros, haveria o risco de liberacdo de parasitas viaveis para
infectar novas células. No entanto, este estudo mostrou que a terapia pdde reduzir o
namero de amastigotas vidveis em uma aplicacdo Unica, apesar de ainda ser
observada uma carga parasitaria residual viavel. Portanto, a despeito de ser
promissora em aplicacdo Unica, a TFD com curcumina poderia ser potencializada
utilizando aplicacdes seriadas, a fim de se diminuir ou até mesmo erradicar os

amastigotas residuais viaveis.
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8 CONCLUSAO

A TFD com curcumina apresentou resultado promissor na inativagao de
macréfagos infectados com L. braziliensis e L. major, exibindo inativacao das células
nas menores concentracdes de FS testadas (15,6 e 7,8 ug.mL-1) sem que houvesse
citotoxicidade no escuro. A curcumina, avaliada nesse estudo como FS, apresentou
distribuicdo citoplasmatica, no nucleo e nos parasitos internalizados pelos
macréfagos. Além disso, foi possivel observar diminuicdo da proliferacdo de
parasitos recuperados apos a TFD, indicando que o tratamento além de inativar 0os
macrofagos infectados, pdde inativar os parasitos intracelulares, reduzindo a carga
parasitaria.

A polaridade de membrana mitocondrial foi avaliada por marcagdo com Rho
123, indicando elevacdo nos grupos submetidos a TFD com curcumina nas
concentracbes de 15,6 e 7,8 ug.mL-1. Em contrapartida, a atividade mitocondrial
para 0s mesmos grupos foi reduzida drasticamente em relacdo ao controle,
resultado que corrobora a inativacao celular promovida pela TFD e detectada pelo
teste de viabilidade por Azul de Trypan.

Outra evidencia que resguarda a tese da inativacao celular promovida pela
TFD nas menores concentracfes de curcumina avaliada nesse estudo sdo as
alteracdes morfologicas evidenciadas pela microscopia eletrdnica de varredura,
onde foram encontradas intensa destruicdo celular e perda de morfologia
caracteristica dos macrofagos nos grupos que receberam o tratamento. Além disso,
esse trabalho observou que houve inativacdo dos parasitos intracelulares apés a
TFD, demonstrado pela quantificacdo dos parasitos recuperados apos a terapia.

Os resultados obtidos nesse estudo congrega evidéncias de que a TFD com
curcumina pode ser uma interessante alternativa para futuro tratamento da LT, uma
vez que demonstrou indicios de que, mesmo em baixas concentracdes de FS, é
possivel inativar macroéfagos e parasitos intracelulares tipicamente encontrados no
desenvolvimento da patologia. Novos estudos que avaliem os parametros sugeridos
nesse trabalho, com enfoque em aplicagédo in vivo e clinica, além de considerar a
aplicacdo de terapia combinada com os tratamento convencionais podem ser

interessantes alternativas futuras.
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Abstract: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a neglected disease prevalent in tropical countries with
the ability to cause skin lesions. Photodynamic therapy (PDT) represents a specific and topical
option for the treatment of these lesions. This study evaluated the response of macrophages infected
with L. braziliensis and L. major to PDT with curcumin. Curcumin concentrations were evaluated
in serial dilutions from 500.0 to 7.8 pug/mL using LED (A = 450 £+ 5 nm), with a light dose of
10 J/cm?. The Trypan blue viability test, ultrastructural analysis by scanning electron microscopy
(SEM), mitochondrial polarity by Rhodamine 123 (Rho 123), curcumin internalization by confocal
microscopy, and counting of the recovered parasites after the PDT treatment were performed. The
lowest concentrations of curcumin (15.6 and 7.8 ug/mL) presented photodynamic inactivation. Cell
destruction and internalization of curcumin in both macrophages and intracellular parasites were
observed in microscopy techniques. In addition, an increase in mitochondrial membrane polarity
and a decrease in the number of parasites recovered was observed in the PDT groups. This study
indicates that PDT with curcumin has the potential to inactivate infected macrophages and might act
as a basis for future in vivo studies using the parameters herein discussed.

Keywords: photodynamic therapy; curcumin; amastigotes; macrophages; cutaneous leishmaniasis

1. Introduction

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a neglected disease caused by a protozoan of the
genus Leishmania spp., typical of tropical regions and commonly present in underdeveloped
countries. WHO places CL as one of the 10 most important infectious diseases worldwide,
being present in more than 85 countries, and worsening the situation of people who, due
to the development of the disease, may have to leave their professional occupations due to
the physical and psychosocial disorders they face [1-3].

The treatment of CL is done through the administration of pentavalent antimonials
such as Pentosan® and Glucantime®, or even with the use of Amphotericin B in more
severe cases. However, these drugs present several side effects such as nausea, vomiting,
and cardiac disorders, among others, besides presenting restrictions on their use by patients
with heart problems or pregnant women [4,5].

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative to the conventional treatment for CL,
standing out for being non-invasive and presenting very few application restrictions for
the patients. PDT is based on the inactivation of infected cells through the production
of reactive oxygen species (ROS) from the photochemical process that results from the
interaction between a photosensitizer (PS) and light at a wavelength suitable to it releas-
ing oxygen [6,7].

CL is potentially more harmful to the most impoverished populations in developing
countries, since its transmission usually affects individuals with poor access to health
conditions, basic sanitation, and low purchasing power. Therefore, PDT may represent an
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