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EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA SERIADA COM CURCUMINA EM
PROMASTIGOTAS DE Leishmania braziliensis E Leishmania amazonensis

RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) consiste na utiliza¢do de uma fonte de luz e um farmaco
fotossensivel em comprimento de onda adequado e oxigénio molecular desencadeando a
morte celular por meio da formagdo de espécies reativas de oxigénio. Por se tratar de uma
terapia utilizada de forma localizada, a TFD mostra-se ideal para doencas cutineas. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma protozoose de elevada prevaléncia
mundial que apresenta diferentes evolugdes clinicas podendo resultar em ulceragdes e
lesoes desfigurativas em pele e cartilagens. O presente estudo teve por objetivo avaliar o
efeito in vitro da TFD de forma seriada com duas aplicagdes utilizando curcumina como
fotossensibilizador. Para isto, utilizou-se a concentra¢do de 125 pg.mL!' de curcumina em
cepas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis, com fluéncia de luz de 10
J.cm™ e irradiancia de 110 mW.cm™. Os testes realizados foram a analise da viabilidade,
pelo teste de exclusdo com Azul de Tripan, analise da internalizagdo do FS por
Microscopia Confocal e as alteragdes morfologicas, por coloragdo de Giemsa/May-
Grunwald. Observou-se que houve internalizagdo do FS antes da primeira e segunda
aplicacdo de TFD, com mortalidade de 92% e 82% das cepas de L.braziliensis e L.
amazonensis, respectivamente, apos a segunda aplicacdo, e indugdo de alteragdes na
conformagdo estrutural, como tamanho da célula e ndo evidenciagdo de nucleo e flagelo,
demonstrando-se que a TFD foi efetiva. Conclui-se que a TFD seriada apresentou-se
efetiva na inducdo de mortalidade in vitro de formas promastigotas de L. braziliensis e L.
amazonensis destacando-se assim o seu potencial para tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Leishmaniose tegumentar americana;
Curcumina.



EFFECT OF SERIAL PHOTODYNAMIC THERAPY WITH CURCUMIN ON
Leishmania braziliensis AND Leishmania amazonensis PROMASTIGOTES

ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) consists of using a light source and a photosensitive drug at the
appropriate wavelength and molecular oxygen triggering cell death through the formation of
reactive oxygen species. As it is a therapy used in a localized way, PDT proves to be ideal for
skin diseases. American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a protozoan disease with a high
worldwide prevalence that presents different clinical evolutions and may result in ulcerations
and disfiguring lesions in the skin and cartilage. The present study aimed to evaluate the in vitro
effect of PDT serially with two applications using curcumin as a photosensitizer. For this, a
concentration of 125 pg.mL™! of curcumin was used in Leishmania braziliensis and Leishmania
amazonensis strains,with light fluence of 10 J.cm™ and irradiance of 110 mW.cm™. The tests
performed were a viability analysis, by the Tripan Blue exclusion test, analysis of FS
internalization by Confocal Microscopy and as morphological changes, by Giemsa/May-
Grunwald staining.. It was observed that there was internalization of the PS before the first and
second application of PDT,with mortality of 92% and 82% of L. braziliensis and L. amazonensis
strains, respectively, afterthe second application, and induction of alterations in the structural
conformation, as cell size and no evidence of nucleus and flagellum, demonstrating that PDT
was effective. It isconcluded that serial PDT was effective in inducing in vitro mortality of
promastigote forms of L. braziliensis and L. amazonensis, thus highlighting its potential for
treating leishmaniasis.

Key-words: Photodynamic therapy, American tegumentary leishmaniasis; Curcumin.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma protozoose infecciosa
negligenciada, ndo contagiosa, causada por diferentes espécies do género Leishmania, sendo
uma enfermidade com potencial desfigurativo. A transmissdo ocorre por picada durante o
repasto sanguineo de dipteros flebotomineos, levando a manifestagdes clinicas de pele e mucosa
(SULAIMAN et al., 2019).

A LTA ¢ uma doenga endémica em mais de 98 paises e estima-se que 350 milhdes de
pessoas estejam expostas ao protozoario, com aproximadamente dois milhdes de novos casos
ao ano, tornando-se um grave problema de satide publica (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG,
2015). A doenga esta difundida por todos os estados da federagdo brasileira, havendo casos de
transmissdo autdctones em 1.600 municipios (ALVAR et al., 2012; ANVERSA et al., 2018).
De acordo com o Ministério da Saude (MS), o Brasil € o pais que apresenta o maior nimero de
casos notificados de LTA na América Latina (BRASIL, 2021).

Entre as espécies de maior prevaléncia que induzem a LTA estd a L. braziliensis
pertencente ao subgénero Viannia. Esta espécie € a mais prevalente no homem e ¢é responsavel
pela forma cutdnea mais agressiva dentre as demais espécies, estando presente em todas as
regides do pais. Ja entre as espécies do subgénero Leishmania destaca-se L. amazonensis, capaz
de manifestar as formas cutanea e cutianea difusa (SILVA et al., 2015; ANDRADE et al., 2018).

Ha escassez de terapias disponiveis para essa enfermidade, sendo os antimoniais
pentavalentes (Sb 5+) considerado padrdo ouro, devido a rapida depuragdo nos rins e baixo
acumulo nos tecidos. Porém, a necessidade de sucessivas administragcdes parenterais e a
evidenciagao de resisténcia do parasito a estes medicamentos tém influenciado negativamente
na evolugdo para um prognodstico de cura (AURELIANO et al., 2018), trazendo a tona a
necessidade da introdugdo de terapias secundarias e adjuvantes, como forma de auxiliar e
ampliar o leque de tratamento para esta enfermidade (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Tratando-se de um protozoario intracelular obrigatério e que possui elevada
porcentagem de infeccdo na pele e mucosa, terapias inovadoras, tais como a Terapia
Fotodinamica (TFD), vém se destacando de forma promissora, como tratamento menos
invasivo, proporcionando diminui¢do de reagdes adversas, uma vez que os tratamentos
alopaticos convencionais promovem inumeros efeitos indesejados em seus pacientes

(CALVOPINA et al., 2017).
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Esta modalidade inovadora de tratamento, baseia-se na excitacdo de um farmaco
fotossensivel sob exposicdo de luz em comprimentos de onda adequados (FAKHAR-E-ALAM
et al., 2017), e na presenca de oxigénio molecular, para destruir tecidos ou células alvo mediante
a geracao de espécies reativas de oxigénio, dentre eles o oxigénio singleto, que pode ocasionar
danos oxidativos a substrato bioldgicos induzindo a morte celular (BERNDT-PAETZ et al.,
2019).

A curcumina ¢ uma substdncia comumente utilizada como corante e conservante
alimentar, extraido do p6 da raiz da circuma ou Agafrao-da-Terra (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015; YANG:; LI; ZHAO, 2017). Além de apresentar efeitos terapéuticos, a curcumina também
vem sendo estudada como FS na TFD, demonstrando grande potencial em estudos in vitro frente
a diversas espécies de Leishmania (PINTO et al., 2016; MARCOLINO et al., 2021; PEREIRA
etal, 2021).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da terapia fotodinamica de forma seriada, utilizando curcumina como

fotossensibilizador, em promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a internalizacdo do fotossensibilizador por microscopia confocal;

e Avaliar, in vitro, a viabilidade celular por meio do método de exclusao comAzulde Tripan;

e Avaliar morfologia dos promastigotas por coloracdo de Giemsa/May-Grunwald.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose ¢ uma enfermidade antropozoondtica, ndo contagiosa de grande
importancia para saide publica de forma global, devido a sua ampla distribui¢ao e elevada
prevaléncia, tratando-se de uma doenca negligenciada (GERMANO et al., 2020). A
leishmaniose possui como agente etioldgico o protozoario unicelular e digenético, que
pertence ao género Leishmania, familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (ROSS,
1903), no qual se diferencia por conter em sua morfologia uma organela especifica,
denominada de cinetoplasto, localizado no interior da célula e rica em Acido
Desoxirribonucleico (DNA) (REPOLES; MACHADO; FLORENTINO, 2020).

Esse género esta classificado e dividido em trés subgéneros, Leishmania e Viannia
prevalente nos mamiferos e Sauroleishmania, que infecta apenas répteis (SAF'JANOVA,
1982; CROAN; MORRISON; ELLIS, 1997; KAUFER et al., 2017).

Existem aproximadamente 53 espécies ja descritas do género Leishmania, sendo
31 capazes de parasitar mamiferos e cerca de 20 espécies de importdncia médica ja
identificados por todo o mundo, que se manifestam por duas formas distintas, tais como
cutanea e visceral (AKHOUNDI et al., 2016; HORNEMANN et al., 2017). Durante seu
ciclo bioldgico, esses parasitos necessitam de um hospedeiro vertebrado (ocasionalmente
o homem) e um hospedeiro invertebrado (inseto vetor), caracterizando-se como um
parasito heteroxénico.

Esses protozoarios, ao serem observados por microscopio de luz e corados por
métodos derivados de Romanovsky como Leishman, pandtico rapido ou Giemsa,
apresentam duas formas evolutivas distintas: Forma promastigota ou flagelada, medindo
entre 10,0 —40,0 x 1,5 — 3,0 um, encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado
e em meios de cultura artificial. Possue corpo alongado com flagelo livre e extenso,
emergindo do corpo do parasito na sua porcao anterior. O nucleo ¢ oval ou arredondado
e o cinetoplasto em forma de bastdo, presente na por¢ao mediana entre a extremidade
anterior ¢ o nucleo. Ja a forma aflagelada ou amastigota, mede aproximadamente cerca de
1,5 -3 x 3 - 6,5 um e apresenta um corpo pequeno, oval, esférico ou fusiformes e sem
motilidade. Em seu citoplasma ¢ encontrado um nucleo grande e arredondado,
cinetoplasto em forma de bastao, vactiolos, podendo ser visiveis ou ndo, e flagelos nao

apresentados de forma livre (Figura 1) (NEVES, 2016).
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Estes protozoarios sdo obrigatoriamente encontrados no interior das células do
Sistema Mononuclear Fagocitario (SMF), células dendriticas, cuja maior frequéncia
ocorre nos macréfagos de hospedeiro vertebrado (animais ou humanos). Apods a
fagocitose, as formas amastigotas comegam a se multiplicar e assim, ap6s rompimento da
célula parasitada, fica livre para poder infectar novas células (CARVALHO, 2012).

Figura 1. Formas evolutivas de Leishmania spp. (A) amastigotas e (B) promastigotas.

Fonte: Moreira, 2017.

3.2 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida do género Leishmania ¢ heteroxénico (Figura 2), necessitando de
hospedeiro vertebrado, entre eles os seres humanos, € um hospedeiro invertebrado, neste
caso o mosquito vetor, transmitindo o parasito durante o repasto sanguineo (ROQUE;
JANSEN, 2014).

A transmissdo ocorre quando uma fémea infectada do mosquito da subfamilia
Phlebotominae, conhecido popularmente como mosquito-palha, cangalha ou cangalhinha,
se alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado saudavel e pela saliva presente na
probdscide do inseto, liberando a forma promastigota metaciclica (forma infectante) na
corrente sanguinea (ARAUJO et al., 2014). No organismo, a forma promastigota &
fagocitada por macrofagos e outras células fagociticas mononucleares, e, durante o
processo de fagocitose, se diferenciam em amastigotas e comegam a se multiplicar por
divisdo binaria. Apds atingir uma grande quantidade de amastigotas no meio intracelular,
as células fagociticas se rompem e liberam as amastigotas no meio extracelular ficando
livres para infectar outras células ou podendo ser ingeridas por flebotomineos durante o
repasto sanguineo. O ciclo no hospedeiro invertebrado se inicia quando o flebotomineo

durante o repasto sanguineo, ingere células fagocitarias contendo as formas amastigotas

16



17

no seu interior, as quais migram para o intestino médio do mosquito e se diferenciam em
promastigotas, onde se multiplicam, desenvolvem e migram para a probdscide para

realizarum novo ciclo (REY, 2008).

Figura 2. Ciclo de vida do género Leishmania.
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3.3 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose ¢ uma enfermidade endémica e cosmopolita, sendo a forma visceral
presente em 76 paises, destes, 12 no continente americano. Segundo o MS, dos casos registrados
na regido da América Latina, 90% estdo presentes no Brasil, dado registrado pela primeira vez
em 1913, em um paciente proveniente do estado do Mato Grosso, regido Centro-Oeste do pais.
Desde entdo, novos casos vém sendo descritos em diversos municipios brasileiros, apresentando
importantes mudangas em relagdo a sua forma de transmissdo, uma vez que a doenca era
primordialmente transmitida em areas rurais e silvestres, e vem se alastrando para area urbana.
Os registros apresentam aumento de 3.500 novos casos por ano, obtendo aumentono coeficiente
de dois casos para 100 mil habitantes. Segundo relatérios recentes, a letalidade da doenca
aumentou de 3,1% no ano de 2000 para 7,1% em 2012 (BRASIL, 2021).

Apesar de menos letal, a forma tegumentar é considerada um grande problema de satide
publica em areas tropicais e subtropicais, estando presente em 85 paises dos quatro continentes

do mundo (Europa, Africa, Américas e Asia) e obtendo registro anual de 0,7 a 1,3 milhdes
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de casos por ano. E considerada pela Organizagio Mundial da Satide (OMS) como uma das seis
mais importantes doengas infecciosas, devido ao seu alto potencial de detecg¢do e capacidade
em produzir deformidades. Além de proporcionar riscos de ocorréncias de deformidades no
homem, tal enfermidade também afeta ndo somente o fisico como o psicologico, gerando
reflexos no campo econdmico e social, visto que na maioria dos casos pode se tornar uma
doenga ocupacional (BRASIL, 2017).

Na América Latina, o Brasil é o pais que mais apresenta casos notificados de
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Em 1909 foi descrito o primeiro caso de LTA no
Brasil, com a presenca de lesdes nasobucofaringeas e ulceras cutaneas em trabalhadores que
construiam uma rodovia no interior de Sdo Paulo. Desde entdo, a enfermidade vem sendo
relatada por diversos municipios do pais. Sdo registrados em média, cerca de 21.000 casos por
ano, apresentando coeficiente de incidéncia de 8,6 casos para 100.000 mil habitantes nos
ultimos cinco anos. A regido Norte apresenta o maior coeficiente, seguido das regides Centro-
Oeste e Nordeste com 46,4 casos/100.000 habitantes, 17,2 casos/10.000 habitantes e 8
casos/100.000 habitantes, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2018).

Foram registrados casos de LTA em 19 estados durante a década de 80. Apds 23 anos,
o Brasil j& apresentava casos autdctones registrados em todos os estados. Demonstrando desta
forma que a enfermidade vem aumentando e se expandindo conforme os anos. De acordo com
as imagens fornecidas pela Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (figura
3), é possivel visualizar a ampla dispersdo de casos de LTA no pais (BRASIL, 2017).

Figura 3. Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (A) e sua densidade (B), por municipio no
Brasil no ano de 2015.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, Brasil, 2017.
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3.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Essa enfermidade possui um grande espectro de manifestagdes clinicas, e essas
diferengas estdo relacionadas a espécie de Leishmania envolvida na infec¢do, podendo se
manifestar de maneira cutanea ou visceral.

As manifestagdes clinicas da leishmaniose (Figura 4) dependem do agente etiologico
em questdo, uma vez que a espécie ¢ fator determinante para designar qual serd a maneira que

a doenga ira se manifestar, podendo ser dividida em quatro grupos (NEVES, 2016):

e [ecishmaniose Tegumentar ou Cutanea: Infec¢do limitada na derme, com ulceragdes na
epiderme. Espécies causadoras: L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L.
lainsoni.

e [ecishmaniose Muco-cutanea ou Cutdneo-mucosa: Infeccdo presente na derme com
ulceragdes. Podem ocorrer lesdes metastaticas, com invasao de mucosa ¢ destrui¢ao da
cartilagem. Espécies causadoras: L. braziliensis e L. guyanensis.

e [ecishmaniose Cutanea difusa: Infeccdo presente na derme, com formagdo de nodulos
ndo ulcerados. Podendo se disseminar por todo o corpo. Espécie causadora: L.

amazonensis.

e [ecishmaniose Visceral ou Calazar: Infeccdo presente em células do SMF do bago,
figado, medula 6ssea e dos tecidos linfoides, levando a crescimento atipico desses

orgaos. Espécies causadoras: L. donovani e L. infantum.

Figura 4. Manifestacdes Clinicas da Leishmaniose. (A) Forma cutanea; (B) Forma Muco-cutanea;
(C) Forma Cutanea Difusa; (D) Forma Visceral.

Fonte: Brasil, 2017.

As manifestagdes cutdneas apresentam bom prognostico, quando diagnosticadas

precocemente e tratadas de forma correta, proporcionando elevada porcentagem de cura.
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As formas muco-cutaneas, dependendo do progresso da doenga, podem levar a deformagdes na
face. Porém, das manifestacdes clinicas apresentadas, a forma visceral ¢ considerada a mais
grave e de alta mortalidade, quando ndo tratada de forma correta (REY, 2008; PACE, 2014;
VON STEBUT, 2015; PINTO et al., 2016).

3.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A avaliagdo clinica da LTA baseia-se nas caracteristicas da lesdo que o paciente
apresenta, em conjunto com a anamnese ¢ dados epidemioldgicos daquela regido, a fim de
auxiliar no diagnoéstico, contudo, € necessario realizar diagndsticos diferenciado, uma vez que
outras enfermidades apresentam manifestacdes clinicas semelhantes a LTA, entre elas,
tuberculose cutinea, blastomicose, esporotricose, hanseniase, neoplasmas e tulcera tropical
(NEVES, 2016). Todavia, o resultado positivo sé pode ser confirmado com a presenga do
parasito, pelos exames direto e indireto.

O exame direto visa realizar andlises por esfregacos de material oriundos de
escarificacdes, biopsia de borda de lesdo ou aspiragdo corada por técnicas derivadas de
Romanowsky, Giemsa ou Leishman, para evidenciar a presenga do parasito (GOTO;
LINDOSO, 2010; BHARGAVA; SINGH, 2012; RANAWAKA; ABEYGUNASEKARA,;
WEERAKOON, 2012).

Outras formas de exame direto empregado na procura do parasito sdo: o exame
histopatologico, utilizando fragmentos de pele obtidos de biopsia e avaliada por um patologista
a procura das formas amastigotas; meio de cultura, que semelhante ao histopatoldgico também
utiliza fragmentos de pele ou aspirados das bordas da lesdo e de linfonodo infartados ou de areas
proximas. O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de Leishmania é o meio Neal,
Novy, Nicolle (NNN) associado ao meio Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com soro
fetal bovino e antibidtico, para que ndo ocorra contaminac¢do. A cultura entdo ¢ mantida por trés
repiques seguidos com intervalo de 10 dias. A inoculagdo em animais, tambémé uma forma de
exame, porém restrita a instituicdes de pesquisa, devido ao seu elevado custo (NEVES, 2016).

Os métodos moleculares vém crescendo e surgindo como uma nova opg¢do para a
detec¢do da LTA. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) torna-se promissora, devido a sua

grande sensibilidade e suprindo eventuais deficiéncias de outras técnicas, revelando o agente
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etiologico e dependendo do protocolo utilizado, torna-se possivel identificar a espécie
envolvida (SANTOS et al., 2019).

Ja no que concerne o exame indireto, os métodos imunoldgicos sdo bastante utilizados
no diagndstico da LTA, dentre eles, o método para a avaliagao da resposta celular como o teste
de Montenegro e métodos para avaliagdo da resposta humoral, como Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFT), sendo utilizado para as formas cutaneas, mucosas e difusas
(ALVES et al., 2008; BHARGAVA; SINGH, 2012).

A forma visceral da doenga pode ser diagnosticada pelas mesmas técnicas da LTA ja
supracitada, tais como, a analise histologica de bidpsia ou pungao aspirativa de bago, figado,
medula 6ssea ou linfonodos, meios de cultura, testes imunoldgicos de aglutinagdo direta,
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Contudo,
no Brasil, os testes mais utilizados no diagndstico da leishmaniose visceral humana e canina
sdo a RIFI e ELISA (ALMEIDA; SANTOS, 2011; BHARGAVA; SINGH, 2012).

O tratamento da leishmaniose foi inicialmente introduzido pelo médico Gaspar Vianna,
no ano de 1912, com uso do antimonial tartaro emético. Por muito tempo, este foi o unico
tratamento disponivel para todo mundo. De modo geral, atualmente os tratamentos de primeira
escolha utilizados para leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes (Sb °*), sendo os
medicamentos, Glucantime® - Antimoniato de N-metilglucamina e Estibogluconato de sodio,
vendido comercialmente como Pentostam®, os mais utilizados. A via de administra¢ao
geralmente ¢ intramuscular, mas também pode ser feita de forma endovenosa. Portanto, ¢é
realizada injecdo de 17 mg Sb 5+/kg peso/dia, por um periodo de dez dias, em seguida um
intervalo de dez dias para que, novamente seja realizada uma série de 10 dias de tratamento. O
processo de cura determina o protocolo a ser utilizado. Por causa dos seus efeitos adversos, os
antimoniais pentavalentes ndo sdo recomendados para pacientes cardiacos, por provocar
alteracdes eletrocardiograficas, e gestantes, por ser abortivo (ABADIR; PATEL; HAIDER,
2010; MURRAY, 2012).

O tratamento estabelecido com os antimoniais pentavalentes, apesar de ser eficaz contra
o0 protozoario, apresenta diversos efeitos colaterais devido a sua alta toxicidade, tais como, dores
articulares, dores musculares, nausea ¢ vomito, cefaléia, febre, anorexia, alteragdes nos testes
de funcdo hepatica (elevagao das transaminases e fosfatase alcalina), niveis de lipase e amilase,

leucopenia, anormalidades no Eletrocardiograma (DINIZ et al, 2012). Entretanto, terapias
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alternativas, tais como a TFD, vem sendo pesquisadas a fim de obter um melhor resultado
terapéutico e por serem menos invasivas.

O tratamento de segunda escolha para leishmaniose, as pentamidinas, possui um
potencial efeito terapéutico inferior aos de primeira escolha, além disso, apresenta maior
toxicidade, exigindo um monitoramento constante do paciente. As pentamidinas de maior uso
sdo pentamidina-isotionato, estilbamidina e hidroxiestilbamidina. Caso os tratamentos de
primeira e segunda escolha ndo surtirem efeito desejado, podem ser utilizados os tratamentos
de terceira escolha, com os antibidticos Rifampicina e Anfotericina B (REY, 2008).

Além dos tratamentos supracitados, a miltefosina, vem surgindo como nova abordagem
terapéutica para LTA. Inicialmente usada para tratamentos de canceres, tal molécula possui o
mecanismo de agdo inibindo a biossintese de fosfolipidios e esterdis e interferindo nas vias de
transducdo de sinal celular. Este firmaco ja demonstrou grande potencial in vitro e em in vivo
para diversas espécies do género Leishmania (MACHADO; PENNA, 2012).

Na ultima década, pesquisas com TFD frente a LTA vém se destacando, com estudos
utilizando diversos fotossensibilizadores, como, por exemplo 4cido 5-aminolevulinico (ALA),
azul de metileno, curcumina e diferentes protocolos, obtendo-se resultados promissores no que
concerne a morte dos parasitos (PINTO et al., 2016; VOLPE et al., 2018; JOHANSEN;
JERNEC; FABRICIUS, 2019; RIBEIRO et al., 2019; GOLDIN et al., 2020).

3.6 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TFD) ¢ um método de tratamento de doengas que consiste na
associagdo de uma substancia fotossensivel denominado de FS, fonte de luz em comprimento
de onda adequado a absor¢do do FS e oxigénio molecular para produzir uma reacao
fotoquimica, transferindo energia ao oxigénio molecular presente no tecido, formando
espécies reativas de oxigénio (ERO). Tal mecanismo de agdo ocorre por conversiao
intersistema e induz a duas reagdes distintas, tais como, reagdo do tipo 1: onde ocorre a
formagdo de radicais livres e reacdo do tipo 2: por meio da qual ocorre formagao de oxigénio
singleto, a fim de causar a destruicdo seletiva das células, induzindo a morte celular (Figura
5). Este processo ocorre em duas etapas, sendo a primeira a aplicagao do fotossensibilizador,
podendo ser de forma topica ou injetavel, seguido da radiagdo de luz visivel para sua ativagao.

(AKILOV et al.,, 2007; ANDREEVA et al., 2010; BASTOS et al., 2012).
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Figura 5. Principio da Terapia Fotodinamica.
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Fonte: Ling, 2016.

O método teve seu inicio em meados do século XX, com Oscar Raab e seu professor
Hernan von Tappeiner, que observaram os efeitos da fotossensibiliza¢do frente ao protozoario
Paramecium caudatum, utilizando a luz branca e o corante acridina. O termo TFD,
propriamente dito, surgiu quando o professor Hernan von Tappeiner através de diversosestudos,
observou que para a reagdo acontecer, era necessaria a presenca de oxigénio (ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010).

Em paralelo o estopim para o inicio dos estudos médicos envolvendo a combinagao de
luz e um agente fotossensivel, foi em 1903, quando Niels Finsen recebeu o prémio Nobel pelo
tratamento de lupus vulgar com a radiacdo ultravioleta. A partir deste momento a fototerapia
comecou a ser estudada e praticada para tratamento de varias dermatoses (RAJESH et al., 2011).

Ja na era moderna, em 1993, uma formulag¢do de hematoporfirina (Photofrin®), obteve
aprovacao clinica e vem sendo utilizada em TFD, na area de oncologia e dermatologia e desde
entdo, o interesse pela acdo fotodindmica vem aumentando por todo o mundo (BASTOS et al.,
2012).

Diversos estudos tém demonstrado que a TFD ¢ altamente eficaz em diversas areas,
como dermatologia para o tratamento de cancer de pele (RODRIGUES et al., 2017; SANTILE
et al., 2020), para tratamento de acne (JUNIOR et al., 2020), bem como em tratamento conjunto
para a melhora nos aspectos dermatoldgicos (DIAS; LOGSDON, 2021). Na odontologia
(TERRA-GARCIA et al., 2021; OLIVEIRA, 2017), entre outras areas relacionadas
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a microbiologia bacteriana (DAI; HUANG; HAMBLIN, 2010; PEREIRA et al., 2018;
FREITAS et al., 2019; MAGACHO et al., 2020).

Os fungos, como do género Candida, sao amplamente estudados, principalmente em
correlacdo com outras areas como odontologia, bem como no auxilio do tratamento de
comorbidades decorrentes de outras doengas, como virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
a propensdo a infeccdo com Candida (KHARKWAL et al.,, 2011; LEITE; PIVA; MARTINS-
FILHO, 2015). Além das bactérias e fungos, outro microrganismo estudado e fonte desse
trabalho sdo os protozoarios, como as espécies de Leishmania. Estudadas a fim de melhorar
comorbidades e auxiliar no tratamento em conjunto com terapias convencionais (PINTO et al.,
2016; PEREIRA et al., 2021).

Cabe destacar que, para se obter resultado positivo no uso da TFD, ¢ necessario ter
conhecimento quanto ao uso do fotossensibilizador, sua estrutura quimica e sua interagdo com
a célula alvo. Estas caracteristicas serdo de suma importancia para que se obtenha o efeito

desejado, como a morte celular (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

3.7 FOTOSSENSIBILIZADOR

Fotossensibilizadores sdo compostos capazes de interagir com a luz de modo a produzir
espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto. Possivelmente, sdo os principais
componentes da TFD, sendo que os resultados terapéuticos a serem obtidos devem estar
concentrados em sua estrutura quimica (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2017).

Segundo Issa e Manela-Azulay (2010), dentre as caracteristicas ideais de um FS estaoa
pureza quimica, a capacidade de localizagdo especifica em tecido ou célula alvo, o curto
intervalo entre a administra¢ao do farmaco e o acimulo maximo no tecido ou célula alvo,a meia-
vida curta, a eliminagdo rapida das células normais, a ativagdo por comprimentos de onda com
otima penetragdo no tecido alvo e a capacidade de produzir grande quantidade de produtos
citotoxicos. A eosina e a acridina foram os primeiros FS utilizados por Tappenier em estudos
do cancer de pele ndo melanoma. Ja na década de 60, um novo composto foi obtido a partir da

purificagcdo de hematoporfirina (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).
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Kennedy et al. (1990) introduziram nos anos 90, um método alternativo com o uso do
acido 5-aminolevulinico (5-ALA) tdpico, utilizado como precursor metabdlico de porfirinas
endogenas, que permitiu o uso restrito da fototoxicidade no local de aplicagdo. Como precursor
metabolico de porfirinas endégenas, na via de biossintese da heme, a absor¢ao do 5-ALA induz
aprodugdo e o acumulo da propotorfirina IX (Pp-IX), que é uma substancia fluorescente e eficaz
como fotossensibilizador (KENNEDY et al., 1990; FELICIO et al., 2008).

Abrahamse e Hamblin (2016) classificou os fotossensibilizadores em trés grupos: 1. FS
de tetrapirrol, sendo porfirina (Pp-IX), cloro (Foscan, Verteporfina e Cloro €6) e ftalocianinas
(Aluminio ftalocianina tetrasulfonada — AIPcS4), como exemplos. II. Corantes sintéticos, azul
de metileno, azul de toluidina e Rosa bengala. III. Produtos naturais, Hipericina, Riboflavina e

Curcumina (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

3.8 CURCUMINA

A curcumina ¢ uma substancia constantemente utilizada como corante e conservante
alimentar, extraido de um rizoma chamado Curcuma longa, mas conhecido como Agafrao-da-
Terra. Além da sua utilizag@o na culinaria, diversos pesquisadores vém apontando o seu efeito
terapéutico, como anti-inflamatorio, antimicrobiano, a¢do cicatrizante e digestivo. Mas também
para tratamento de doencas, como Mal de Alzheimer, doengas parasitarias e em alguns tipos de
canceres (SORIA-LOZANO et al., 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015; YANG; LI;
ZHAO, 2017).

Sua ativacdo corresponde a 300 ¢ 500 nm de comprimento de onda (Figura 6).
Entretanto, por se tratar de doenca que acarreta uma lesdo superficial, o comprimento de onda
emitido pela curcumina possibilita e viabiliza a utilizacdo dela para o tratamento de LTA. Outro
ponto de extrema importancia para um fotossensibilizador ser considerado ideal ¢ a sua agado
toxica no escuro, ou seja, sua citotoxicidade nas células estudadas, quando em contato apenas

com o FS.
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Figura 6. Espectro de emissao e excitagdo da curcumina.
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Fonte: Marcolino et al., 2021.

Ao se tratar da propriedade antiparasitaria da curcumina frente as cepas do género
Leishmania, tal molécula apresenta baixa citotoxicidade no escuro, ou seja, quando do uso sem
a adicdo da luz, conforme demonstrado por Pinto et al., 2016 e Pereira et al., 2021. Além da
citotoxicidade, fatores como interagdo com o material genético (genotoxicidade) mostram- se
importantes, pois algumas alteracdes genéticas podem influenciar em diversas fases do ciclo
celular de uma célula tornando-a inviavel, desencadeando assim, morte celular. Das et al. (2008)
e Ogiwara et al. (2013) demonstraram a intera¢do de curcumina com o material genético de
diferentes células, mediante interagdo com o sistema de reparo celular, e, consequentemente,
induzindo apoptose de células cancerigenas e também a influéncia da curcumina no ciclo celular
das Leishmania, estimulando a formagdo de ERO, respectivamente, fatores estes que
potencializam o uso de curcumina como fotossensibilizador, e, consequentemente, as

aplicabilidade na terapia fotodinamica.

3.9 TERAPIA FOTODINAMICA SERIADA

A Terapia Fotodinamica Seriada (TFDs) consiste na utilizagao de diversas aplicagdes
da TFD, visando uma resposta terapéutica melhor, uma vez que, resultados de diversos
pesquisadores utilizando apenas uma tnica aplicagdo da terapia ndo tém induzido uma completa
eliminagdo de diferentes linhagens celulares e alvos biologicos (FREITAS et al., 2019;

PEREIRA et al., 2021; VITORIO et al., 2021).
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No que concerne a LTA, a potencialidade do uso da TFDs também tem sido
demonstrada por diversos pesquisadores, dentre os quais Johansen, Jernec e Fabricius (2019)
os quais reportaram o uso de TFDs em um paciente acometido por leishmaniose multirresistente
utilizando ALA como FS com duas aplicagdes semanais, resultando em completa regressao da
ulcera. De forma semelhante, Goldin et al., (2020), demonstraram a eficacia de trés aplicagdes
de TFDs utilizando como FS o azul de metileno, culminando com a regressdo de uma lesdo nao

ulcerosa decorrente de infec¢do por L. tropica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PREPARO DAS CEPAS DE Leishmania

Cepas de Leishmania braziliensis (M2904) e Leishmania amazonensis (M2269) foram
mantidas em meio de cultura Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com Soro Fetal
Bovino a 10%, 2,5 ugmL' de hemina, urina estéril 2% e 1% de solugdo de
penicilina/estreptomicina. Os protozoarios foram mantidos em estufa de crescimento a 26°C e
repiques de manutencdo realizados semanalmente, ap6s a determinagdo da fase logaritmica de

crescimento da cepa.

42 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DOS PARASITOS EM
CULTURA

A determinagdo da fase estaciondria de crescimento parasitario em cultura, foi realizada
por meio de contagens diarias dos protozoarios, iniciando com 1x10° da cultura, com auxiliode
uma camara de Neubauer e observacdo em microscopio DM2500 LEICA, durante um periodo

de 7 dias consecutivos.

4.3 PREPARACAO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

A curcumina, fotossensibilizador utilizado no estudo, foi cedida pelo Laboratorio de
Biofotonica - Instituto de Fisica, USP — Sdo Carlos, sendo diluida inicialmente em
Dimetilsulféxido (DMSO) (0,1% do volume final) e diluida com Phosphate Buffer Solution
(PBS) na concentragdo de 125 pg.mL' (MARCOLINO et al., 2021).

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A TFD foi realizada em dois experimentos independentes, cada um em triplicata (n =
6), estando as culturas de Leishmania na fase estacionaria de crescimento. Os grupos com 1x10°
parasitos foram divididos em: Controle (sem tratamento), FS (tratado com 125 ug.mL! de
curcumina), Luz (irradiado com 10 J.cm™) e TFD (tratado com 125 pg.mL"' de curcumina e
irradiado com 10 J.cm™), dividido em primeira e segunda aplicacdo da TFD. Os grupos FS e
TFD foram incubados com curcumina por uma hora em estufa a 26°C.

Para a irradiacdo dos grupos Luz e TFD utilizou-se um equipamento de LED, Biotable
(450 nm, 110 mW.cm2, Biopdi®) por 91 segundos resultando em fluéncia de luz de 10 J.cm™
(MARCOLINO et al., 2021). Apds o processo, as placas irradiadas foram armazenadas

protegidas da luz em estufa a 26°C por um periodo de 48 horas, sendo o0 mesmo procedimento
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aplicado para os grupos escuros. Apds esse periodo efetuou o segundo procedimento de
incubacdo e posterior irradiacdo com os mesmos parametros, totalizando duas aplicagdes.
Foram realizadas as analises de internalizagdo, viabilidade celular pelo teste de exclusdo com
azul de tripan e morfologia por coloragdo pelo método de Giemsa/May-Grunwald, apds a
primeira aplicagdo e, apds a segunda aplicacdo, sendo os resultados avaliados e comparados

estatisticamente.

4.5 ANALISE DA INTERNALIZACAO DA CURCUMINA POR MICROSCOPIA
CONFOCAL

Para verificar a internaliza¢do da curcumina antes da primeira aplicagdo da TFD, ambas
as espécies foram incubadas por 1 hora com FS na concentragio de 125 pg.mL"!. Apds o periodo
de incubagdo, o meio contendo o FS foi retirado e os parasitos foram lavados por duas vezes
com PBS. Em seguida, as formas promastigotas foram fixadas em solucdo de paraformaldeido
a 4% diluida em PBS e entdo aderidas em laminulas circulares tratadas com Poli-l-lisina. As
laminulas foram montadas com ProLong™ Live Antifade Reagent (Thermofisher).

Em acréscimo, dois grupos das cepas de Leishmania que haviam sido previamente
submetidos a primeira aplicacao de TFD, receberam apds 48 horas, um novo tratamento com
curcumina e posteriormente foram fixados para anélise da internalizagdo. Todo o procedimento
experimental foi realizado no escuro, e as ldminas foram examinadas em microscopio confocal
Zeiss LSM 700. Os espectros de emissao da curcumina foram registrados de 450 a 650 nm com

onda de excitagdo em 405 nm.

4.6 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR DOS~PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis
E L. amazonensis PELO DO METODO DE EXCLUSAO COM AZUL DETRIPAN

Para a determinacdo da viabilidade celular dos promastigotas das cepas avaliadas,
realizou-se o teste de exclusdo com Azul de Tripan. Foram adicionados 10 pL da cultura do
parasito nos grupos Controle, FS, Luz e TFD, 125 ug.mL"! de curcumina, para os grupos FS ¢
TFD e 90 uL do azul de Tripan para todos os grupos analisados. Ap6és homogeneizar e aguardar
5 minutos, os parasitos foram contados em camara de Neubauer, determinando-se o numero de
parasitos vivos e mortos. Tal procedimento foi igualmente estabelecido nos grupos submetidos

a segunda aplicagdo de TFD sendo realizado em triplicata em ambas as aplicagdes.
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4.7 ANALISE MORFOLOGICA POR COLORACAO DE GIEMSA/MAY-GRUNWALD

Para a analise morfoldgica, uma aliquota de cada grupo foi retirada e foram preparados
os esfregacos, que apds secos foram corados. Para a coloragdo de Giemsa/May-Grunwald, a
lamina foi coberta com o corante May-Grunwald, por 1 minuto. Em seguida foi adicionado o
mesmo volume de dgua, e ap6s 1 minuto retirado.

Posteriormente, acrescentou-se o mesmo volume do corante Giemsa, diluido em
Tampao fosfato, por 20 minutos. Apos os 20 minutos, foi retirado todo excesso de corante,
sendo as laminas lavadas em agua corrente, secas e analisadas por meio do microscoépio DM
2500 LEICA, com camera LEICA DFC 425 acoplada. Este procedimento foi realizado ap6s a

primeira e segunda aplicacao de TFD.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, os dados obtidos foram submetidos ao teste de ANOVA One-
way com teste de Tukey como confirmagdo, utilizando o software GraphPad Prism 6.0, com

nivel de significancia p<0.0001.
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5 RESULTADOS
5.1 DETERMINACAO DA FASE ESTACIONARIA

Apos a realizacdo da curva de crescimento dos parasitos durante o periodo de 7 dias,
observou-se que ambas as espécies apresentaram um crescimento progressivo, conforme
esperado (Figura 7). L. braziliensis (1,9 x 10° - dia 1), atingiu o pico de crescimento no dia 5
(94,2 x 10°), mantendo-se o platd durante o dia 6 (93,4 x 10°), porém com uma pequena
diminui¢do do nimero de parasitos no dia 7 (92,7 x 10%). Ja a espécie L. amazonensis (1,1 x
106 - dia 1), apresentou o pico de crescimento no dia 6 (83,5 x 10%) e manteve o platd no dia
7 (83,3 x 10°). Apos determinada a fase estaciondria, os experimentos foram realizados no dia
5 para a espécie L. braziliensis e dia 6 para a espécie L. amazonensis, conforme observado na

figura 7.

Figura 7. Curva de crescimento de L. braziliensis e L. amazonensis durante 7 diasconsecutivos.
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Fonte: Autor.

5.2 INTERNALIZACAO DA CURCUMINA

Observou-se, apos a primeira incubagdo, a presenca de curcumina no citosol e flagelo de
ambas as espécies de Leishmania testadas. Ja a andlise, apos a segunda incubagdo com o FS,
foi possivel verificar a presenc¢a de curcumina no citoplasma de ambas as espécies, no entanto,
observou-se que houve a perda do formato fusiforme caracteristico das espécies e de grande

parte do flagelo apos a aplicagdo da TFD, como demonstrado nas figuras A2 e B2 (Figura 8).
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Figura 8. (A1) Presenca do fotossensibilizador no interior de L. amazonensis ap6s a primeira incubagao,
sendo 1 — Flagelo e 2 - Citoplasma (A2) L. amazonensis apos a segunda incubagdo,com presenca de
curcumina no interior do citoplasma e baixa fluorescéncia no flagelo. (B1) Curcumina presente no
flagelo (1) e citoplasma (2) de L. braziliensis, ap6s primeira incubagdo.(B2) L. braziliensis apos segunda
incubagdo, evidenciando citoplasma, com baixa fluorescénciano flagelo.

Fonte: Autor.

5.3 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR~ DOS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis
E L. amazonensis PELO TESTE DE EXCLUSAO COM AZUL DE TRIPAN

Ap6s a realizacao do tratamento seriado da TFD com curcumina, o teste de viabilidade
demonstrou que os grupos Escuros (Controle e FS), bem como o grupo Luz ndo apresentaram
impacto na viabilidade da espécie de L. braziliensis confirmando auséncia de toxicidade da
curcumina e luz de forma isolada para a célula.

O grupo TFD, apresentou alta toxicidade celular, com diferenca significativa (p<<0.0001)
em relacdo ao grupo controle, obtendo-se indice de mortalidade de 68% e 92% apdsa primeira e

segunda aplicacdo da terapia, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem de promastigotas viaveis de L. braziliensis: Primeira e segundaaplicagdo de
TFD com curcumina na concentracdo de 125 pg.mL™".
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Fonte: Autor.

Ja a espécie L. amazonensis, demonstrou resultados semelhantes aos observados na
espécie L. braziliensis, de forma que os grupos Controles, FS e Luz, ndo apresentaram diferenca
significativa estatisticamente, porém o grupo TFD apresentou alta toxicidade quando
comparado ao grupo Controle, obtendo-se um indice de mortalidade de 67% (p<0.0001) apos

a primeira aplicagdo da TFD e de 82% (p<0.0001) na segunda aplicacao (Figura 10).

Figura 10. Porcentagem de promastigotas viaveis de L. amazonensis: Primeira ¢ segundaaplicagdo
de TFD com curcumina na concentragio de 125 pg.mL™".
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54 ANALISE MORFOLOGICA DOS PROMASTIGOTAS APOS TRATAMENTO
SERIADO COM CURCUMINA

De maneira geral, a analise morfologica de L. braziliensis e L. amazonensis,
revelou que os grupos Escuros (Controle e FS) e o grupo Luz ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas visiveis, mantendo aspecto fusiforme, com nucleo, cinetoplasto e flagelo
evidente.

Apos a primeira e segunda aplicagdo da TFD, os parasitos apresentaram alteragdes
morfoldgicas significativas quando comparado aos demais grupos ndo tratados,
observando-se de maneira geral diminui¢ao do citoplasma, alteracdo do formato fusiforme

e em alguns casos auséncia de flagelo.

Em rela¢dao a morfologia de L. braziliensis (figura 11) apds a primeira aplicacao
da TFD houve alteracdo no aspecto fusiforme e no tamanho do parasito, entretanto a cepa
ainda demonstrou flagelo evidente. Quanto as organelas presentes no citoplasma, ainda
pode-se observar a presenga do nucleo e cinetoplasto. J& ap6s a segunda aplicacdo,
observou-se uma diminui¢do mais acentuada e alteracdes mais evidentes do formato
original do protozoario. No que diz respeito as estruturas, o flagelo ndo se mostrou
evidente, com evidéncia apenas do nucleo.

Figura 11. Morfologia de L. braziliensis em todos os grupos experimentais, escuro ¢ luz na
fluéncia de 10 J.cm™ - 110 mW.cm™, ap6s duas aplicagdes de TFD.
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Fonte: Autor.

Nas analises feitas com a cepa de L. amazonensis (Figura 12), as alteragdes

morfoldgicas foram ainda mais evidentes do que as observadas na cepa de L. braziliensis.

34
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Apds a primeira aplicacdo de TFD nas cepas de L. amazonensis, observou-se alteragao
de sua estrutura, com perda do formato alongado e fusiforme, entretanto o ntcleo e flagelo
ficaram evidentes. Apods a segunda aplicagdo da TFD, foi observado a ndo presenga do nicleo
e cinetoplasto. Com relagdo ao formato, houve uma alteragao ainda mais acentuada, uma vez que
passou de um formato grande alongado e fusiforme, para pequeno e arredondado.

Figura 12. Morfologia de L. amazonensis em seus respectivos grupos experimentais, escuro ¢ luz na
fluéncia de 10 J.cm™ e 110 mW.cm™ ap6s duas aplicacdes de TFD.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho observou-se que a curcumina foi internalizada em promastigotas
das espécies de L. braziliensis e L. amazonensis nos dois momentos observados, a saber:
primeira e segunda incubagdo. Tais resultados corroboram com os apresentados por Pinto ef al.
(2016), os quais demonstraram a capacidade de internalizacdo da curcumina por promastigotas
de L. braziliensis e L. major, ap6s uma hora de incubacao, apresentando uma distribui¢ao difusa
no citosol, com acumulacao especifica no ntcleo e cinetoplasto.

Um dos objetivos do presente estudo foi o de avaliar se apoés uma aplicacao de TFD,
ainda existiriam células viaveis que pudessem ter capacidade novamente de internalizar o FS e,
em consequéncia, serem passiveis de eliminacdo apos estabelecido uma segunda aplicacio da
TFD. Os resultados obtidos nao sé permitiram observar a internalizacao do FS apo6s a primeira
aplicagao da TFD, como também evidenciaram a eficiéncia da segunda aplicagdo de TFD,
demonstrando maiores alteragdes morfologicas e de viabilidade das formas promastigotas.

Considerando-se que a observacdo de internalizacdo de curcumina se deu apenas de
forma qualitativa, mediante evidencia¢do visual em microscopio confocal, ndo se permitiu
inferir a respeito da existéncia ou ndo de diferengas quantitativas na internalizag¢do do FS, o que
se tornaria possivel por meio do uso de técnicas mais acuradas para além da simples
visualiza¢do, como, por exemplo, a indugdo de ruptura dos parasitos com liberagcdo de seus
conteudos intracelulares e posterior determinacdo da quantidade de FS, mediante uso de
espectrofotometria (AKILOV et al., 2007).

De fato, a eficacia de internalizagdo ¢ um dos fatores fundamentais para o sucesso da
TFD de modo que, havendo persisténcia de células vidveis apds uma primeira aplicacdo de
TFD, o sucesso de uma nova internalizacao do FS seria critico para a eficacia de uma segunda
aplicagdo. Neste sentido, o dano decorrente da primeira aplicagdo de TFD pode ter sido crucial
ndo s6 para induzir a morte de formas promastigotas como também para causar alteragdes
morfoldgicas nas formas que sobreviveram, e, consequentemente, permitir uma persisténcia ou
até mesmo um aumento da internalizagao do FS para aplicagdes seguintes, € consequentemente,
um aumento da eficacia da terapia.

A eficacia da curcumina como FS possivelmente esta relacionada com a capacidade de
tal molécula induzir estresse oxidativo em experimentos de fotodegradagdo, com produ¢ado de

ERO, mais especificamente oxigénio singleto, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila,
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impulsionando a biodisponibilidade de tais substancias, o que possivelmente culminaria com
um colapso na capacidade de resisténcia a ERO que o parasito comumente apresenta, o
tornando, dessa forma, mais susceptivel a ser eliminado (KAZANTZIS et al., 2020).

De fato, para a manutencao da longevidade de uma célula parasitaria, ¢ defundamental
importancia que esta célula mantenha a homeostase celular frente a ERO, e, quando uma célula
falha em manter sua homeostase mediante o uso de sua capacidadeantioxidante, ¢ gerado
estresse oxidativo, que leva a apoptose. Assim, para se proteger da apoptose mediada por ERO,
o parasito deve controlar rigorosamente os niveis de tais substincias, de forma a regular
positivamente a defesa antioxidante (HA et al., 1998). Com o aumento da disponibilidade de
ERO induzida pela TFD utilizando curcumina como FS, este equilibrio tende a se desfazer de
forma desfavoravel ao parasito, extrapolando sua capacidade de depurar ERO, e,
consequentemente o levando a morte (MANDAL et al., 2016).

As ERO representam um importante papel na defesa contra Leishmania, porém o
parasito apresenta arsenais de defesa de forma a sobreviver sem que seja destruido por tais
moléculas. De acordo com Marcolino et al. (2021), as ERO, quando produzidas em excesso,
sdo capazes de induzir danos ao DNA, e, dessa forma, causar a morte celular de diversos
patogenos, inclusive de espécies do género Leishmania. Em contrapartida, estes protozoarios
sdo capazes de evadir da acdo das ERO principalmente por desregulacao de enzimas envolvidas
na producdo de tais moléculas, bem como regulando negativamente a producao destas a nivel
mitocondrial. Tais autores enfatizam o potencial do uso de compostos geradores de ERO como
ferramentas para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para controle de
leishmaniose, podendo-se neste caso, destacara potencialidade da terapia proposta no presente
trabalho, a TFD utilizando curcumina como fotossensibilizador.

Cabe destacar que no presente trabalho foram utilizadas apenas formas promastigotas
nos procedimentos experimentais. Apesar de tais formas evolutivas ndo estarem presentes na
lesdo de um paciente diagnosticado com leishmaniose, fato este que poderia limitar a relevancia
de algum possivel resultado de eficacia in vitro, segundo Van Assche et al. (2011), o fato de
uma terapia baseada na produgdo de ERO, se apresentar eficiente na indu¢do de mortalidadede
formas promastigotas ¢ de elevada importancia, uma vez que estas formas parasitarias sao
capazes de produzir elevadas quantidades de enzimas antioxidantes frente a ERO, sendo tal

capacidade mantida quando da progressao para a condigdo amastigota, embora possiveis ajustes
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na concentracdo/dose do FS e luz sejam necessarios quando do uso de formas amastigotas,
conforme exposto por Pereira et al. (2021) .

De acordo com Cabral et al. (2020) os padrdes antioxidantes da Leishmania sao
essenciais para a resisténcia a drogas, recaidas e patogenicidade, e, dessa forma, danos
oxidativos mais intensos, induzidos pela TFD podem causar a destrui¢ao do parasito.

Kocyigit e Guler (2017) evidenciaram a capacidade da curcumina induzir estresse
oxidativo e demonstraram o potencial uso desta para tratamento de cancer, induzindo, in vitro,
dano ao DNA de células B16-F10 de melanoma murino, bem como apoptose e citotoxicidade
via sua atividade pro-oxidante, porém tal capacidade sendo de uma maneira dose-dependente.
No presente trabalho, o tratamento apenas com a curcumina na concentragdoaplicada nao foi
capaz de induzir danos perceptiveis as formas promastigotas do parasito e consequentemente
ndo afetou sua viabilidade, porém apresentou uma maior eficacia possivelmente nao devido ao
aumento da concentragao do FS, mas sim pela TFD ou mais precisamente pela TFDs (Terapia
Fotodinamica Seriada).

No que diz respeito a morfologia das cepas estudadas, ambas demonstraram alteragdes
nos grupos em que foram aplicadas a TFD quando comparadas com os grupos escuros. Os
grupos irradiados com 125 pg.mL' de curcumina apresentaram alteragdes morfologicas
relevantes desde a primeira aplicagdo, sendo possivel observar perda do formato fusiforme e do
flagelo nas cepas de L. braziliensis, mas o nucleo ainda se mostrou evidente nas duas aplicagdes.
Entretanto, nas cepas de L. amazonensis, pode-se observar que em comparagdo com a outra
cepa estudada, as alteragdes foram ainda mais acentuadas, pois em uma segunda aplicacgao, além
de perder o formato fusiforme e apresentar-se de forma arredondada o nucleo nio foi
evidenciado.

Segundo Basmaciyan e Casanova (2019), para que seja definida apoptose em
Leishmania diversos critérios devem ser considerados, e, em relagdo a morfologia deve ser
evidenciado pelo menos duas das cinco alteragdes que seguem: encolhimento celular,
arredondamento celular, alteracdes na membrana plasmatica com a manuten¢do de sua
integridade, fragmento nuclear e condensagao da cromatina.

Mediante os procedimentos experimentais delineados no presente estudo foi possivel
identificar encolhimento e arredondamento celular nas duas espécies de Leishmania avaliadas

podendo-se, deste modo, sugerir que a utilizacdo da TFD, mais precisamente a TFDs foi capaz
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de causar danos irreversiveis a estrutura destes protozodrios, provavelmente induzindo
apoptose.

Ainda segundo Basmaciyan e Casanova (2019), a inducdo de estresse oxidativo com
produgdo de ERO promove estimulos que induzem fenotipos semelhantes a apoptose. Estas
alteragdes morfologicas também foram relatadas em um estudo com curcumina e utilizando
fluéncia de 10 J.cm™ feito por Pinto et al. (2016). O estudo corrobora com o presente resultado,
pois também obtiveram altera¢des em sua morfologia com a perda da formade fuso, além de nao
evidenciarem em alguns casos o cinetoplasto e flagelo em cepas de L. braziliensis € L. major.
Em outro experimento delineado por Marcolino et al. (2021), a indugdo de apoptose mediada
pela aplica¢dao da TFD utilizando curcumina como FS foi mais fortemente evidenciada, ja que
tais pesquisadores observaram que essa estratégia terapéutica induziu fragmentagdo do DNA
nas mesmas cepas alvo utilizadas por Pinto et al. (2016), alteracdo esta que também ¢
considerada um importante pré-requisito para caracterizar a ocorréncia deste processo de
inducdo de morte celular.

As alteracdes morfologicas se mostraram diferentes, sendo tais discrepancias
possivelmente decorrentes de peculiaridades estruturais de cada espécie de Leishmania, as quais
apresentam particularidades na sua estrutura, conforme descrito por Sunter ¢ Gull (2017). Tais
pesquisadores demonstraram que a membrana celular deste protozoario possui microtibulos,
que além de auxiliarem no formato fusiforme, também auxiliam na prote¢do, impedindo que
algumas substancias estranhas sejam absorvidas, porém, tais autores nao inferem diferenca
estrutural dos microtiibulos em diferentes espécies de Leishmania.

Dubey e Chinnatahambi (2021) afirmaram, com base em evidéncias cientificas de
diversos pesquisadores, que a TFD modula a dindmica estrutural do citoesqueleto de varias
linhagens celulares, podendo induzir a ruptura da rede de tubulina e de filamentos
intermediarios em células tumorais, bem como alteracdes da organizagdo e rompimento do
citoesqueleto de actina, desorganizagdo dos microtubulos das células, aumento do célcio
intracelular, o que leva a despolimerizagdo dos microtubulos, além da indugdo de um grande
numero de pequenas invaginagdes do citoplasma na superficie celular, possivelmente em fungao
da despolimerizacdo de microtubulos. Segundo tais autores, os microtubulos fazem parte do

citoesqueleto celular e podem ser alvo da TFD.
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Levando-se em consideracdo a importancia dos microtubulos na manutengdo da
estrutura fusiforme e na limitagdo de internalizagdo de moléculas, pode-se sugerir que as
alteracdes morfologicas aqui demonstradas podem ser consequentes da indu¢do de danos aos
microtubulos, decorrentes do uso da TFD utilizando curcumina como FS.

Conforme ja explicitado, a eficacia da aplicagdo de apenas uma aplicagdo de TFD foi de
68% para espécie L. braziliensis e 67% para espécie L. amazonensis sendo evidenciado pormeio
do teste de viabilidade por exclusdo com azul de tripan. Tais resultados corroboram com 0s
resultados de Pinto ef al. (2016), no entanto, os autores utilizaram apenas uma aplicagdo da
terapia e obtiveram resultados promissores, com cerca de 80% de reducao de viabilidade, sendo
estes valores proximos aos obtidos quando da primeira aplicacdo de TFD. Porém, no presente
trabalho realizou-se a TFDs, alcangando indices de mortalidade superiores nas duas espécies de
Leishmania avaliadas, com o aumento da mortalidade de 68% para 92% nas cepas de L.
braziliensis e 67% para 82% nas cepas de L. amazonensis.

Ainda no que concerne a TFDs utilizando curcumina como FS, os achados evidenciados
no presente trabalho corroboram com os de outros pesquisadores (JOHANSEN; JEMEC;
FABRICIUS, 2019; GOLDIN et al., 2020), os quais, apesar de haverem utilizado outros FS e
experimentos in vivo, evidenciaram, que a utilizacdo de TFDs permitiu maximizar a eficdcia da
terapia, mediante a indu¢do de uma maior taxa de cura, quando comparada a TFD em aplicacao
unica, inclusive minimizando a possibilidade da ocorréncia de recidiva, a qual pode ocorrer
mediante a adesdo a outras estratégias “alternativas” de tratamento alopatico, a exemplo do uso
de alopurinol (LIMA, 2007).

Em acréscimo, a TFDs, assim como a TFD, tem a potencial vantagem de provavelmente
ndo vir a induzir incomodo significativo para os pacientes, nem reagdes adversas ou demanda
por longos periodos de tratamento, desvantagens estas que sdo observadas, por exemplo,
mediante uso da terapia “gold standard” preconizada atualmente, que se d4 mediante uso de
drogas antimoniais pentavalentes, as quais necessitam de administragdo parenteral, longo
periodo de tratamento e ocorréncia de reagdes adversas, dentre as quais nefrites,
cardiovasculares, disturbios gastrintestinais e respiratorios (MAIA; MONTE, 2019),
demostrando-se dessa forma que a TFDs utilizando curcumina como FS se destaca como
potencial alternativa para o tratamento da LTA devido ao sua grande potencial leishmanicida in

vitro e evidenciando a demanda por protocolos in vivo, de forma a demonstrar seguranga e
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eficacia, e destacando esta estratégia como perspectiva para o tratamento dessa importante
protozoose.

Apesar dos resultados promissores aqui apresentados, a nao indugdo de 100% de
mortalidade das cepas de Leishmania submetidas a duas aplicacdes de TFD utilizando
curcumina como FS, permite sugerir a demanda por novos protocolos experimentais,
objetivando obter uma maior eficidcia mediante o uso de um numero maior de aplicacdes de
TFD e/ou de ajustes na concentracdo de curcumina, principalmente quando se objetivar a

destrui¢do de formas amastigotas.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- Houve internalizagdo de curcumina tanto na primeira incubacgao, antes da TFD, como
apos a primeira aplicagdo de TFD, destacando, dessa forma a sua potencialidade como FS.

- A TFDs, com duas aplicacdes demonstrou efetividade frente a cepas de L. braziliensis
e L. amazonensis, na forma promastigota, induzindo mortalidade superior, quando comparada
aos resultados obtidos apds apenas uma aplicagdao da TFD.

- A TFD e a TFDs induziram alteragdes morfologicas em ambas as espécies avaliadas,

implicando dessa forma na viabilidade dos parasitos.
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