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RESUMO

A leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais comum de leishmaniose, uma doenca parasitaria
infecciosa que pode ser causada por vérias espécies, incluindo a Leishmania amazonensis e a
L. braziliensis. A LC causa intensa segregacdo social com perdas socioeconémicas nas
populacdes afetadas devido a gravidade das lesbes provocadas. O tratamento da LC € baseado
em farmacos que apresentam toxicidade e casos de resisténcia ja foram reportados. A terapia
fotodindmica (TFD) surge entdo como uma alternativa promissora para o tratamento da LC. A
TFD se baseia na ativacdo de fotossensibilizadores (FSs) pela luz, levando os parasitas a
morte por estresse oxidativo. As zincoporfirinas (ZnPs) apresentam grande potencial como
FSs para a TFD, pois se ligam fortemente as membranas e em sua maioria tém carater
hidrofilico. Assim, esse estudo objetivou investigar a agdo in vitro da TFD mediada pela
ZnTnHex-2-PyP*" ou ZnP hexil, para o tratamento da LC. Para tanto, formas promastigotas
foram incubadas com a ZnP hexil por 5 min nas concentragdes de 0,62 e 1,25 uM e, entdo,
irradiadas por um LED em 410 nm por 1 ou 3 min (irradiancias de 38,2 ou 19,1 mW/cm? e
exposicdes irradiantes de 2,3 e 3,4 J/cm?, respectivamente). Ap6s o tratamento fotodinamico,
as promastigotas foram avaliadas atraves de: (i) contagem pos-coloracdo com azul de tripan,
(ii) citometria de fluxo — iodeto de propideo (IP) e rodamina 123 (Rh 123) — e (ii)
microscopias eletronica de varredura (MEV) e fluorescéncia. Amastigotas foram submetidas a
maior exposi¢do irradiante. Foi também avaliada a citotoxicidade em macréfagos de
camundongos BALB/c. O resultado da coloracdo com azul de tripan indicou que ambas
concentragOes de ZnP hexil foram capazes de inativar mais de 99% das promastigotas. A
analise com IP corroborou os resultados com azul de tripan, comprovando o dano a membrana
plasmatica. O ensaio com Rh 123 indicou uma intensa despolarizacdo e dano mitocondrial
apoés a TFD. Foram encontrados resultados semelhantes para as promastigotas de L.
amazonensis e L. braziliensis. As imagens obtidas por MEV demonstram perda do formato
fusiforme, rugosidade na membrana plasmatica e diminuicdo do comprimento do corpo
celular. A microscopia de fluorescéncia revelou uma marcacgdo intracelular, em forma de
agregados, pela ZnP hexil, ao longo do corpo do parasita. A reducdo do ndmero de
amastigotas de L. amazonensis no interior dos macréfagos foi maior que 50% para ambas as
concentracdes ap0s uma sessdo de tratamento fotodindmico. O tratamento descrito ndo
apresentou toxicidade frente as células de mamifero. Dessa forma, esses resultados indicam
que o protocolo fotodinamico estabelecido, utilizando a ZnP hexil, tem potencial para ser
avaliado in vivo e pode ser uma alternativa para o tratamento da LC.

Palavras-chave: Fotossensibilizador. ZnTnHex-2-PyP**. Terapia Fotodinamica. Leishmania
amazonensis.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common form of leishmaniasis, an infectious
parasitic disease that can be caused by several species, including Leishmania amazonensis and
L. braziliensis. CL causes intense social segregation with socioeconomic losses in the affected
populations due to the severity of the lesions caused. The treatment of CL is based on drugs
that are toxic and cases of resistance have already been reporting. Then, photodynamic
therapy (PDT) arises as a promising alternative for the treatment of CL. The PDT is based on
the activation of photosensitizers (PSs) by light, leading the parasites to death by oxidative
stress. Zinc porphyrins (ZnPs) have great potential as PSs for PDT. ZnPs can bind strongly to
membranes and most of them have a hydrophilic character. Thus, this study aimed to
investigate the in vitro action of PDT mediated by ZnTnHex-2-PyP** or ZnP hexyl, for the
treatment of CL. For this purpose, promastigotes were incubated with ZnP hexyl for 5 min at
concentrations of 0.62 and 1.25 uM and then irradiated by an LED at 410 nm for 1 or 3 min
(irradiance of 38.2 or 19.1 mW/cm? and irradiance exposures of 2.3 or 3.4 Jicm?
respectively). After the photodynamic treatment, the promastigotes were evaluated using: (i)
count after staining with trypan blue, (ii) flow cytometry - propidium iodide (PI) and
rhodamine 123 (Rh 123) - and (ii) electron scanning (SEM) and fluorescence microscopies.
Amastigotes were subject to the highest irradiance exposure. The cytotoxicity in macrophages
of BALB/c mice was also evaluated. The results of the trypan blue staining indicated that both
concentrations of ZnP hexyl were able to inactivate more than 99% of the promastigotes. The
Pl analysis corroborated the results with trypan blue, indicating the damage on the plasma
membrane. The Rh 123 assay showed intense depolarization and mitochondrial damage after
PDT. Similar results were found for L. amazonensis and L. braziliensis promastigotes. The
images obtained by SEM demonstrate loss of the fusiform shape, roughness on the plasma
membrane, and a decrease in the length of the cell’s body. Fluorescence microscopy revealed
intracellular labeling, organized in clusters, by ZnP hexyl, along the parasite's body. The
reduction of the number of L. amazonensis amastigotes inside the macrophages was greater
than 50% for both concentrations after one session of photodynamic treatment. The described
treatment showed no toxicity to mammalian cells. Thus, these results indicate that the
photodynamic protocol established, using ZnP hexyl, has the potential to be evaluated in vivo
and can be an alternative for the treatment of CL.

Keywords: Photosensitizer. ZnTnHex-2-PyP**. Photodynamic Therapy. Leishmania
amazonensis.
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fotodindmico associado a ZnP hexil, indicando marcacdo com IP.
M1 - células ndo marcadas; M2 - células marcadas. Legenda: A -
IP (controle negativo — sem tratamento); B - H,O, (controle
positivo); C - ZnP 1,25 uM; D - Luz 1 (3,4 J/cm?); E - ZnP 0,625
uM + Luz 1 (TFD 1); F- ZnP 1,25 uM + Luz 1 (TFD 3).
Avaliagdo por citometria de fluxo de alteragbes no potencial
mitocondrial em promastigotas de L. braziliensis, submetidas ao
efeito fotodindmico associado a ZnP hexil. Legenda: A - MIF da
Rh 123; B - indice de variacdo. ZnP - 1,25 uM; Luz 1 - 3,4 J/cm?;
TFD 1-ZnP 0,62 uM + Luz 1; TFD 3 - ZnP 1,25 uM + Luz 1.
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1- INTRODUCAO

A leishmaniose é considerada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) uma das
doencas parasitarias mais comuns no mundo, sendo um problema mundial de saude publica,
além de ser considerada uma doenca negligenciada devido a falta de investimentos em novas
formas terapéuticas. De acordo com a OMS, sdo mais de 12 milhdes de pessoas infectadas,
distribuidas em 88 paises. Dentre eles, o Brasil se encontra como um dos mais endémicos. A
leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da doenca. A incidéncia anual mundial é
de 0,6 a 1,0 milhdes de novos casos de LC (OMS, 2017).

A leishmaniose € transmitida por insetos hematdfagos conhecidos como
flebotomineos. O ciclo de vida do parasita envolve duas formas distintas: a promastigota, que
é encontrada no vetor, e a amastigota, forma intracelular encontrada em células de mamiferos
(FERNANDEZ; MALCHIODI; ALGRANATI, 2011). A LC é uma manifestagdo dérmica
caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas, que constituem ulceras rasas, circulares, com
bordas elevadas e bem definidas e com a superficie em aspecto granular, causando
desconforto e dor ao portador, tanto no &mbito fisico, quanto no campo psicossocial (IQBAL
et al., 2016).

Atualmente, as drogas de escolha para o tratamento s@o 0s antimoniais pentavalentes,
enquanto a anfotericina B e a pentamidina representam a terapia de segunda linha. No
entanto, a toxicidade, o surgimento de resisténcia do parasita, o alto custo, o longo regime de
tratamento e 0 modo de administracdo limitam o uso desses compostos (SANTOS et al.,
2018). A jungdo destes fatores reforca a necessidade do desenvolvimento de novas opgdes
terapéuticas mais eficazes. Surge entdo a terapia fotodindmica (TFD) como uma opgéo
promissora para o tratamento antiparasitario, uma vez que pode oferecer uma destrui¢do

rapida e localizada das les6es, sem afetar o tecido normal adjacente (SIQUEIRA et al., 2017).

As vantagens da TFD podem incluir um resultado estético superior a terapia padrdo e a
auséncia de desenvolvimento de resisténcia. Além disso, a técnica pode ser aplicada
localmente, de forma minimamente invasiva e com um periodo de tratamento inferior em
relacdo aos medicamentos convencionais. A TFD é baseada na utilizacdo de substancias com
propriedades fotossensibilizadoras e na ativacdo destas pela luz, na presenca de oxigénio.
Apos a irradiacdo, a ativacdo do fotossensibilizador (FS) resulta na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), que séo toxicas para a célula e levam a sua morte por estresse
oxidativo (GOTO; LINDOSO, 2010; SIQUEIRA et al,. 2017). A auséncia da atividade da
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catalase e glutationa peroxidase nas espécies do género Leishmania as tornam mais
susceptiveis ao dano oxidativo induzido pela TFD do que as células de mamiferos (ENK et
al., 2003).

Estudos vém indicando a eficiéncia da TFD ao longo do tempo. Ha casos relatados na
literatura que envolvem o tratamento de pacientes com LC por TFD, em sua maioria
relacionados a espécies caracteristicas do Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), como a L.
major e a L. aethiopica. Recentemente, Johansen, Jemec e Fabricius (2019), relataram o caso
de um menino de 15 anos com LC, causada por L. major, multirresistente a varias terapias
convencionais. Entdo, foi aplicada a TFD duas vezes semanalmente durante 12 semanas
utilizando o acido aminolevulinico (ALA) como FS, resultando na cura e cicatrizacao
completa da leséo. No entanto, alguns estudos relatam, por exemplo, que a eficiéncia do ALA
seria uma consequéncia de uma destruicdo tecidual inespecifica (KOSAKA et al., 2007
AKILOV et al., 2017).

Resultados como esses vém estimulando a aplicacdo da TFD sobre outras espécies,
como as caracteristicas do Novo Mundo (continente americano), como a L. braziliensis e L.
amazonensis, endémicas no Brasil (CHAKRAVARTY et al., 2019). Esses estudos também
indicam que ainda € importante protocolos para a TFD melhor padronizados e seus efeitos
sobre microrganismos sejam melhor compreendidos (ASILAN; DAVAMI, 2006; SABINO et
al., 2019). A literatura apresenta parametros distintos relacionados a TFD, tais como o tipo de
FS, concentracdo utilizada, tempo de aplicacdo e incubacéo e irradiancia. Adicionalmente,
ainda é indiscutivel a relevancia da procura por novos FSs que possam ser utilizados
eficientemente em minimas concentracGes, com menores tempos de incubacdo e parametros
de irradiacdo, de modo até a diminuir a fototoxicidade em tecidos adjacentes (MARTINO et
al., 2017). Assim, as porfirinas e seus derivados apresentam-se como promissores FSs na
aplicacdo da TFD para o tratamento da LC, devido a suas propriedades fotofisicas singulares e
versatilidade estrutural, que pode modular seu alvo de acdo, seu carater lipofilico e iénico
(BASTOS et al., 2012). As porfirinas e seus derivados tém sido usados também com sucesso
como FSs em TFD antimicrobiana, sendo descrita a sua atividade fotodindmica para inibigcdo
de Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, por exemplo (THOMAS et
al., 2015; VIANA et al., 2015; SAH et al., 2019).

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando e j& apresentou bons resultados na

inativacao fotodinamica de formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis utilizando a
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Zn(I1) meso-tetrakis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina (ZnTE-2-PyP**, ZnP etil). Essa porfirina é
um FS que, de acordo com estudos em células de mamiferos, tende a se acumular
preferencialmente nos lisossomos e/ou apresenta-se distribuida de forma difusa no citoplasma
(BENOV; CRAIK; BATINIC-HABERLE, 2011; ANDRADE et al., 2018). Por outro lado, o
derivado hexil utilizado no presente trabalho, Zn(ll) meso-tetrakis(N-n-hexilpiridinio-2-
il)porfirina (ZnTnHex-2-PyP**, ZnP hexil), pode ser potencialmente ainda mais eficaz que a
ZnP etil, devido a sua maior lipofilicidade, o que pode levar a uma maior biodisponibilidade
desse FS pelas células. Além disso, sua acdo bioldgica vem sendo associada a danos em alvos
celulares essenciais como a mitocondria, em células de mamiferos (EZZEDDINE et al., 2013;
ODEH et al., 2014).

Assim, devido aos efeitos colaterais relacionados com a terapia atual para
leishmaniose e a busca por tratamentos fotodindmicos mais rapidos e efetivos utilizando
parametros de irradiacdo e concentracGes de FS menores o presente estudo objetivou avaliar a

acao in vitro da ZnP hexil na inativacdo de parasitas causadores da LC no Novo Mundo.
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2 - OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar in vitro o efeito fotodindmico utilizando a ZnTnHex-2-PyP** como um

fotossensibilizador alternativo para o tratamento da leishmaniose cutanea.

2.2 Especificos

e Estabelecer parametros de inativacdo fotodinamica associada a ZnTnHex-2-PyP**
sobre as formas promastigotas;

e Determinar os fotodanos mediados pela ZnTnHex-2-PyP** sobre as formas
promastigotas;

e Auvaliar a acdo fotodindmica na inativacdo de formas amastigotas;

e Avaliar o efeito citotoxico da ZnTnHex-2-PyP** associada ou ndo & luz sobre

células de mamiferos.
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3-REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A leishmaniose cutanea e suas formas clinicas

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria que acomete o0 homem, causada por
parasitas intracelulares do género Leishmania. A apresentacdo clinica depende de uma
interacdo complexa entre a resposta imune mediada por células hospedeiras, e as espécies do
protozoéario e do vetor. Apresenta quatro formas clinicas: (1) leishmaniose cutanea (LC), (2)
LC difusa (LCD), (3) leishmaniose mucocutanea (LM) e (4) leishmaniose visceral (LV)
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

A LC é a forma mais comum da doenga, pode ser causada por mais de 20 espécies, e
no Brasil, aproximadamente 35.000 novos casos sdo notificados por ano (GOSCH et al.,
2017). E definida como uma manifestacdo dérmica caracterizada pela presenca de uma ou
mais pequenas papulas vermelhas que apresentam bordas infiltradas e eritematosas que se
tornam mais escuras e se transformam em Ulceras com bordas elevadas apds algumas
semanas. Essas lesdes se localizam principalmente nas regifes mais expostas do corpo como
cabeca, mdos e bracos, causando muita dor e desconforto ao portador, tanto fisicamente
quanto socialmente (Figura 1) (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; IQBAL et al., 2016).

E possivel ainda ocorrer a disseminacdo dessa forma clinica em algumas situacdes em
que os macréfagos infectados transportam o parasito para outras partes do corpo, podendo se
estabelecer lesdes secundarias, levando ao desenvolvimento da LCD, na qual sdo observadas
lesGes mdaltiplas e cronicas. No Novo Mundo, as espécies mais predominantes causadoras da
LC sdo L. mexicana, L. braziliensis ou L. panamensis, enquanto no Velho Mundo séo L.
major ou L. tropica (DAVID; CRAFT, 2009). As espécies L. amazonensis e L. braziliensis
sdo o0s principais agentes etioldgicos no Brasil. A LM pode ser causada pelas espécies L.
braziliensis e L. panamensis. J4 a LCD, uma forma severa da LC, pode ser causada por L.
aethiopica no Velho Mundo e L. mexicana e L. amazonensis no Novo Mundo. Estes parasitas
podem causar formas clinicas localizadas ou difusas da doenca (SILVA et al., 2015;
CHAKRAVARTY et al., 2019).
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Figura 1: Lesdes tipicas da leishmaniose: (A) Leishmaniose cutanea localizada. (B) Leishmaniose cutinea
difusa.

Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

3.1.1 Transmissao

Os vetores das leishmanioses sdo insetos hematdfagos pertencentes a Ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae do género Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo. No Brasil, Lutzomyia longipalpis é o principal vetor da LC,
encontrado ndo apenas em florestas e matas, mas também em ambientes urbanos,
principalmente em &reas com alguma vegetacdo. A possibilidade de um flebotomineo ser
efetivo como vetor relaciona-se a interagdes complexas entre os parasitos da Leishmania e os
insetos vetores, as quais sdo altamente especificas, possibilitando a multiplicacdo e
diferenciacdo do parasita dentro do tubo digestivo do inseto (KAMHAWI, 2006; VIANNA et
al., 2016).

3.1.2 Diagnostico

Os métodos de diagndsticos da LC sdo baseados na avaliacdo de aspectos clinicos,
analise histologica/citologica das lesdes (biopsia) e abrangem também o0s aspectos
epidemioldgicos ou isolamento em cultura. O diagndstico positivo se d& pela identificagdo do
parasito ou de seus produtos (anticorpos ou antigenos), nos fluidos ou tecidos biolégicos do
hospedeiro. Além da confirmacdo do diagnostico, estes achados podem fornecer importantes
informagdes epidemioldgicas, através da espécie identificada, auxiliando o tratamento e as
medidas de controle. Outros testes utilizados sdo de biologia molecular (Reagdo em Cadeia da
Polimerase - PCR), testes intradérmicos e sorolégicos como, ELISA e imunofluorescéncia
direta (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; STOCKDALE; NEWTON, 2013).
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3.2 Classificagdo

De acordo com a taxonomia, o género Leishmania faz parte do Reino Protozoa, Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida,
Subordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae. Este género engloba espécies que
podem ser subdivididas em dois subgéneros: L. (Viannia) e L. (Leishmania), as quais diferem
principalmente no sitio de desenvolvimento do parasito no trato digestivo dos insetos vetores.
Esta doenca é também frequentemente classificada de acordo com as regides do mundo em
que ocorre. No hemisfério oriental ela é endémica na Asia, na Africa e no sul da Europa e é
chamada de leishmaniose do Velho Mundo. No hemisfério ocidental, estende-se do centro-sul
do Texas as Américas Central e do Sul e é chamada de leishmania do Novo Mundo
(MISHRA et al., 2009; AKHOUNDI et al., 2016).

Sdo conhecidas 31 espécies parasitas de mamiferos e aproximadamente 20 espécies
sdo patogénicas para seres humanos (Figura 2). No Brasil, sdo identificadas sete espécies de
leishmanias patogénicas para seres humanos, sendo as principais: L.(L.) amazonensis, L.(V.)
guyanensis e L. (V.) braziliensis, contando também com a presenca das espécies L.(V.)
lainsoni, L.(V.) naiffi, L.(V.) lindenberg e L.(V.) shawi (MINISTERIO DA SAUDE, 2013;
LAINSON, 2010; AKHOUNDI et al., 2016).

Figura 2: Taxonomia geral do género Leishmania

Género Leishmania

Subgéneros Leishmania Viannia
Complexos L. donovani L. major L. tropica L. mexicana L. aethiopica L. lainsoni L. braziliensis L. guyanensis
Espécies - | donovani — L. major - L. tropica - L mexicana = L. braziliensis = L. guyanensis
= L. chagasi = L. killicki - L. amazonensis = L. peruviana = L. panamiensis
= L. infantum - L. garhani

= L. archibaldi - L. pifanoi

= L. venezuelensis

Fonte: Adaptado de MISHRA et al., 2009.
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3.3 Epidemiologia

A leishmaniose é considerada uma das doencas parasitarias mais comuns no mundo,
sdo 350 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco, caracteristicas de paises
subdesenvolvidos. E considerada uma doenca negligenciada devido a falta de investimentos
em terapéuticas e inovagdes. A maioria dos casos da LC (cerca de 70%) ocorrem no

Afeganistdo, Argélia, Brasil e Coldmbia, assim como ilustra a Figura 3 (OMS, 2017).

Figura 3: Mapa de casos reportados da leishmaniose cutinea referente ao ano de 2018.

e o0

Namero de novos casos de LC reportados, 2018

Paises que declararam casos de LC importados Il >5 000
Brazil - 265 Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000-4999
Lebanon - 263 Venezuela (Bolivarian  Suriname - 4 B 100- 999 DSem casos autéctones relatados
Iran (Islamic Republic of) - 158 Republic of) - 20 Bulgaria - 3
Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece - 1 [ <100 [7] sem dados
Bolivia (Plurinational State of) - 29 China - 5 El Salvador - 2 Ttaly - 1 () N&o aplicavel
Belgium - 25 Peru-5 Bangladesh - 1 Panama - 1 :l 0

Fonte: Adaptado de WHO, 2018.

Ainda de acordo com a OMS, em 2016, foi langado um estudo no qual foram
selecionados 0s paises que apresentam alta prevaléncia da doenca. Dos 25 paises selecionados
para o estudo, 13 tém uma alta prevaléncia de LV (Bangladesh, China, Etiopia, Georgia,
india, Quénia, Nepal, Paraguai, Somalia, Suddo do Sul, Espanha, Suddo, e Uganda), 11 tém
uma alta carga de LC (Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Ird, Marrocos, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita, Republica Arabe da Siria, Tunisia e Turquia), e 1 (Brasil) tem uma alta carga
parasitaria de ambas as formas clinicas (OMS, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

A LC, que é a forma mais comum da doenca, enquadra-se entre as seis doencas
infecciosas mais importantes da atualidade, devido a alta incidéncia e também pelas alteragdes

dermatoldgicas, as quais causam lesdes ulcerativas que favorecem o crescimento de bactérias
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oportunistas, o que acarreta em infeccbes secundarias. A incidéncia anual mundial é de 0,6 a
1,0 milhdes de novos casos de LC. porém pode existir um nimero de acometidos bem maior,
uma vez que muitos casos ndo sdo oficialmente declarados, pois a notificacdo ndo é
obrigatdria em muitos paises endémicos (NEVES; MELO; VITOR, 2005; BRITO et al., 2012
OMS, 2017).

Em 2017, 20.792 dos 22.145 (94%) casos notificados & OMS ocorreram em sete
paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudo. Quase 90% dos casos
de LV ocorrem no Estado Plurinacional da Bolivia, Brasil e Peru (Figura 4). Ja no Brasil, no
periodo entre 2007 e 2017, 235.301 casos de LC foram diagnosticados pelo sistema nacional
de salde e muitos deles foram relatados no estado de Pernambuco. Esses casos ocorrem, em
sua maioria, na faixa etaria de 20-39 anos, e em relacdo ao género, aproximadamente 70%

destes foram encontrados no sexo masculino (OMS, 2017; SINAN et al., 2019).

Figura 4: Incidéncia da leishmaniose cutanea no Brasil referente ao ano de 2016.

Intenso

Ocorréncia

12690 ICLc

NOVOS CASOS [ 21.86 - 43,45 (Muito intenso)

B 9.61- 21,85 (intenso) Yoot I 4

11928 cutaneas (94%) [ 13.08-9,60 (Alto) \ o~ }y
762 mucosas (6%) -0,20- 3,07 (Médio) o d

I -1.11--0,21 (Baixo)

Fonte: WHO, 2018.

Em Pernambuco, os primeiros casos de LC relatados sdo da década de 1930. De 2001
a 2010, foram registrados 4.855 casos de LC em Pernambuco, com uma média de 485 casos
por ano. De fato, a LC é endémica em todas as regifes geograficas de Pernambuco e 0s surtos
sdo esporadicamente detectados nas regides do Agreste e Mata Atlantica, em alguns
municipios a taxa de ocorréncia é de 54,7 casos por 100.000 habitantes (BRITO et al., 2012,
SINAN et al., 2019).
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3.4 Ciclo biologico

Os protozoarios causadores da leishmaniose sdo parasitas unicelulares, e apresentam
um ciclo de vida heteroxénico, ou seja, se desenvolvem em dois hospedeiros distintos,
invertebrados e vertebrados (flebotomineos e mamiferos). Ademais, esses protozoarios
apresentam-se sob duas formas distintas durante o seu ciclo de vida: promastigotas
extracelulares e flageladas que proliferam no tubo digestivo da fémea do flebotomineo,
enquanto amastigotas sdo formas intracelulares adaptadas para viver dentro dos
fagolisossomos, principalmente de macrofagos. A forma promastigota mede 5 - 20 um em
comprimento e 1 - 4 um em largura, j& as amastigotas medem em média 2 - 4 um de didmetro
(Figura 5) (TSIGANKOQV, et al., 2014; JARA, et al., 2017).

Figura 5: Representacdo das formas adaptativas da Leishmania, forma amastigota, promastigota prociclica e
promastigota metaciclica, respectivamente.

Amastigota

Promastigota metaciclifo—/\/\/\/\

2uym

Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

O ciclo pode iniciar durante o repasto sanguineo, quando as fémeas dos insetos vetores
infectantes inoculam, junto com a saliva, formas promastigotas metaciclicas, por meio do seu
aparelho bucal, curto e rigido, adequado para romper o tecido e vasos sanguineos do
hospedeiro. Uma vez inoculadas, as formas promastigotas sao reconhecidas e fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear, sendo internalizadas em vacutolos parasitéforos.
Posteriormente ocorre a fusdo com lisossomos, onde através de alteracdes de pH, temperatura
e acdo das enzimas, as formas promastigotas transformam-se em amastigotas (KAYE;
SCOTT, 2011; TEIXEIRA et al., 2013).
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J& os flebotomineos se infectam também durante o repasto sanguineo, no hospedeiro
vertebrado infectado, & medida que ingerem macrofagos parasitados e/ou as formas
amastigotas livres no sangue ou na linfa. A saliva do inseto possui varios compostos
bioldgicos ativos, como vasodilatador, antiagregante plaquetario e anticoagulante, o que
facilita o fluxo sanguineo e o acumulo linfatico, também possui acdo quimiotatica para
mondcitos aumentando sua infectividade (Figura 6) (MICHALICK e RIBEIRO, 2011).

Figura 6: Representagdo do ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania no inseto vetor e no hospedeiro
mamifero.

Injegao de promastigotas

L . ) metaciclicas durante o Formas promastigotas
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Diferenciagao das amastigotas

\em promastigotas
- Multiplicagao da forma
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parasitados Ingestao pelo flehotomo de

macrofagos parasitados
durante o repasto

5

Diferencia; da
forma promastigota
em amastigota

Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html.

No tubo digestivo do flebotomineo, ocorre o rompimento da membrana dos
macrofagos e a liberacdo das formas amastigotas. Na regido anterior do tubo digestivo, ocorre
o desenvolvimento das formas amastigotas, as quais se tornam alongadas e apresentam flagelo
evidente, transformando-se na forma promastigota prociclica, as quais se aderem pelo flagelo
e se multiplicam por divisdo binaria longitudinal. Apos esta multiplicagdo, ocorre a migragédo
das formas promastigotas prociclicas até a valvula estomodeal, proximo a probéscide (canal
alimentar do inseto), onde ocorre um processo denominado metaciclogénese, no qual estas
formas deixam de se reproduzir e tornam-se altamente moveis e infectantes (promastigotas
metaciclicas). Devido a este processo, algumas modificacdes ocorrem na superficie do

parasito, como por exemplo, a perda da adesdo ao epitélio, isso faz com o que as
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promastigotas metaciclicas destaquem-se e migrem para a proboscide. Portanto, durante o
proximo repasto sanguineo as formas promastigotas metaciclicas sdo regurgitadas pelo inseto
vetor na area da lesdo e recomeca o ciclo (TEIXEIRA et al., 2013; KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015).

3.5 Tratamento atual

Como mencionado anteriormente, a leishmaniose é uma doenca negligenciada,
caracteristica de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Alguns fatores como a
pobreza, ocupacdo urbana ndo planejada, péssimas condi¢fes de saneamento e precariedade
sdo catalisadores de sua ocorréncia, o que também reflete em sua forma de tratamento (OMS,
2017).

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento s&o os derivados dos antimonias
pentavalentes sistémicos, que se apresentam na forma de Antimoniato de N-metil glucamina
(Glucantime®) no Novo Mundo e Estibogluconato de sédio (Pentostan®) no Velho Mundo e
paises de lingua inglesa. Com excecdo da India, onde os antimoniais foram substituidos pela
anfotericina B devido a resisténcia, e a Guiana Francesa na qual mais de 90% da LC é
causada pela L. guyanensis e o tratamento de escolha é a pentamidina (MICHELETTI e
BEATRIZ, 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; CHAKRAVARTY et al., 2019).

Os principais pontos negativos da terapia com antimoniais sdo 0s comprovados altos
indices de surgimento de resisténcia, os regimes de tratamento com altas doses por longos
periodos e administracdo por via parenteral. Além disso, € contraindicada a administracdo em
gestantes, cardiopatas, nefropatas e hepatopatas, justamente por seu potencial arritmogeénico,
culminando em fibrilagdo ventricular, batimentos ventriculares prematuros e alta toxicidade
renal (JORDA et al., 2011; MICHELETTI e BEATRIZ, 2012).

Como medicamentos de segunda escolha estdo as pentamidinas e a anfotericina B, as
quais também apresentam efeitos colaterais similares aos antimoniais pentavalentes. Um
efeito que chama atengdo na anfotericina B é sua elevada nefrotoxicidade, resultante da
diminuigdo da taxa de filtragdo glomerular devido a vasoconstricdo nas arteriolas aferentes,
culminando a curto prazo em hipocalemia e hipomagnesemia. Ja as pentamidinas demonstram
severos efeitos colaterais, como toxicidade renal e hepatica, hipotensdo, disglicemia,
pancreatite e complicacbes cardiacas. Ambos farmacos apresentam um elevado custo.

Adicionalmente, devido a estes efeitos e varias implicagbes em comum dentre oS
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medicamentos, como nauseas, vomitos, dor abdominal, prurido, cefaleia, tontura, edema,
artralgia, entre outros, muitos pacientes desistem do tratamento e a doenga pode progredir
com sérias complicacdes, aléem do desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos
(MICHELETTI e BEATRIZ, 2012; MARGARET et al., 2012).

Devido as complicacdes com a terapia atual para leishmaniose, a busca por novos
medicamentos e o desenvolvimento de novos tratamentos para as leishmanioses apontam para
a necessidade de terapias alternativas, capazes de propiciar maior efetividade, acessibilidade
financeira, menor toxicidade, melhores efeitos estéticos e menores indices de resisténcias aos
hospedeiros infectados. Estudos tém indicado a eficacia do uso de terapias alternativas para o
tratamento da leishmaniose. Nesse cenario, a TFD vem despontando como um tratamento
promissor para a LC (ASILAN e DAVAMI, 2006; AKILOV et al., 2009; FINK et al., 2016).

3.6 Terapia Fotodinamica

Relatos de mais de 3.000 anos descrevem o0 uso da combinacdo da luz e agentes
quimicos (extratos de plantas) no tratamento do vitiligo, pelos antigos egipcios e habitantes da
india. Em Munique, na Alemanha, no inicio do século XX, teve origem a TFD. Tudo
comecou quando Oscar Raab e seu professor Herman Von Tappeiner observaram a morte
rapida de um protozoario (Paramecium caudatum) ao ser incubado com o corante laranja de
acridina e exposto a luz, supostamente devido a efeitos de fotossensibilizacdo. Apos algum
tempo, foi descoberto que a presenca do oxigénio era essencial para ocorrer a reagdo. Em
1907, foi lancado um livro por Von Tappeiner e Jodlbauer sobre este processo de
fotossensibilizacdo dependente do oxigénio, voltado para terapéutica no tumor cutaneo e
destruicdo de microrganismos infecciosos. Também no inicio do século XX, a importancia da
luz no tratamento de doencas foi reconhecida e o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina de
1903 foi concedido a Niels Finsen, que demonstrou que os raios luminosos tém efeito sobre
tecidos organicos, como a pele. De modo sucinto, a Figura 7 mostra em ordem cronoldgica
alguns dos principais acontecimentos relacionados ao avango da TFD até o ano de 2017
(TAUB et al., 2004; LI; LEE; YOON, 2018).

A TFD é uma modalidade terapéutica que tem sido bastante utilizada no tratamento do
cancer. Na dermatologia, o uso da TFD é amplamente aceito. Por exemplo, é utilizada no
tratamento do cancer de pele ndo-melanocitico e outras doencas inflamatérias e néo

neoplésicas como: psoriase, doenca de Darier, sarcoidose e ceratose actinica. Nas dltimas
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décadas, houve um crescimento enorme da TFD e suas aplicacdes (SNOEK et al., 2008;
TOREZAN et al., 2009).

Figura 7: Linha do tempo relacionada ao desenvolvimento da TFD ao longo da histéria.
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Fonte: Adaptado de LI; LEE; YOON, 2018.

As fontes de luz disponiveis para TFD contemplam lampadas de amplo espectro,
LEDs (light emitting diodes) e lasers. Os LEDs sdo fontes de luz ndo coerentes muito
utilizadas na TFD. Os LEDs séo aparelhos de facil uso, meia vida longa e baixo custo. Essas
fontes sdo constituidas por semicondutores que emitem luz com poténcias variadas com

bandas espectrais relativamente estreitas (< 100 nm) (RAMOS, et al., 2018).

Quanto ao seu mecanismo de agdo, a TFD precisa de trés componentes: (1) o FS, (2)
presenca de oxigénio e (3) uma fonte de luz ressonante ao FS (ou seja, que tenha
comprimento de onda contido no espectro de absorcdo do FS). Esta técnica se baseia em duas
etapas: primeiramente o FS se acumula na célula/tecido alvo e em um segundo momento estas
células/tecido séo iluminadas por uma fonte de luz adequada para cada FS, levando a sua
ativacdo através da absorcdo de energia, e consequentemente causando a destruicdo do alvo,
na presenca de oxigénio, devido a geracdo de EROs. Essas espécies reativas sdo capazes de
interagir com diversos componentes biologicos (lipidios, proteinas, etc), acarretando em
defeitos funcionais e culminando na morte celular. Estudos utilizando microscopia de
fluorescéncia sugerem que a fototoxicidade mitocondrial é a principal causa da morte celular
induzida pela TFD (DAI; HUANG; HAMBLIN, 2009; TOREZAN et al., 2009; LI; LEE;
YOON, 2018).

O processo se baseia inicialmente na ativagdo do FS pela fonte de luz levando-o de seu
estado fundamental (*FS) ao estado ativado FS* (singleto excitado) de meia vida curta, essa
ativacdo se da através da absorcédo da luz. Quando os elétrons (e) retornam ao 'FS, perdem

energia em forma da fluorescéncia. No entanto, os elétrons podem também realizar
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cruzamento intersistema, passando para o estado *FS* (tripleto excitado). Este estado é menos
energético quando comparado ao estado singleto excitado, porém, apresenta um tempo de
vida bem mais longo, microssegundos em oposicdo a nanossegundos. O retorno destas
moléculas ao estado fundamental envolve perda de energia por fosforescéncia (Figura 8)
(OLIVEIRA et al., 2015; NUNEZ, RIBEIRO, GARCEZ, 2015).

Figura 8: Mecanismo geral da terapia fotodindmica na geracdo de espécies reativas de oxigénio mediado pela
luz. FS — fotossensibilizador.
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2015.

Nesse processo, ocorrem interagcdes conhecidas como reacgdes do tipo | e do tipo Il. Na
reacdo do tipo I, o FS interage diretamente com as moléculas de seus arredores, permitindo a
transferéncia de elétrons, a qual leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio tais como o
superéxido (O;™), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH"). Essa cascata
de reagdes iniciada leva ao estresse oxidativo resultando na destrui¢cdo celular (NUNEZ,
RIBEIRO, GARCEZ, 2015; KWIATKOWSKI et al., 2018).

No mecanismo do tipo Il, ocorre a transferéncia direta de energia ao oxigénio
molecular (estado fundamental tripleto) situado no microambiente, levando a producdo de
oxigénio singleto (*O,). O 'O, caracteriza-se por ser uma espécie altamente reativa de
oxigénio, capaz de oxidar instantaneamente biomoléculas constituintes das membranas
biolégicas como os lipidios insaturados, triacilglicerdis, fosfolipidios e o colesterol, os quais
estdo presentes na membrana plasmatica, mitocondrial, lipossomal, nuclear e no reticulo
endoplasmético. A oxidacdo desses constituintes celulares tanto pelo *O,, quanto pelas outras
EROs, pode promover alteragdes na permeabilidade e funcdo de transporte entre 0s meios
intra e extracelular. Componentes basicos na estrutura das proteinas, residuos de aminoacidos

(triptofano, histidina, metionina e cisteina) presentes em diversas proteinas e bases de acidos
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nucléicos, tais como guanina e guanosina, também sdo alvos da agdo das EROs (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010; TEGOS et al., 2012; CULLIGAN; FRIEDBERG, 2018).

Vale ressaltar que para a eficiéncia destes mecanismos, varios fatores sdo relevantes,
tais como: concentracdo de oxigénio, pH, estrutura do FS, entre outros. A geracdo de EROs
pelo mecanismo tipo Il é esquematicamente mais simples de ocorrer, mas a medida que o
0xigénio se esgota, 0 mecanismo tipo | comeca a prevalecer (KWIATKOWSKI et al., 2018).
Além da alta geracdo de EROs, a localizagdo intracelular do FS é um fator primordial, o que
pode ser provado pela maior eficiéncia dos FSs anfifilicos em sistemas miméticos de
membrana plasmatica, pois sdo essenciais para a oxidacdo de biomoléculas que estdo

préximas, como os lipidios de membrana (BACELLAR et al. 2018).

Tanto a geracdo de EROs (KWIATKOWSKI et al., 2018) quanto a localizagdo do FS
na célula alvo (BACELLAR et al. 2018) sdo pontos criticos para a eficicia da TFD, pois a
acao das EROs se limitam ao seu local de acumulagdo. Tomamos como exemplo o tempo de
vida do 'O,, que é muito curto, aproximadamente 10 - 320 nanossegundos, por isso sua
difusdo se limita a aproximadamente a distancia de 10 nm a 55 nm nas células. A relagédo
entre 0 tempo de vida, a reatividade e a distancia de difusdo do 'O, e as demais EROs
encontra-se representada na Figura 9. Portanto, diante dos fatos apresentados, um fator
primordial na TFD é a escolha apropriada do FS (AGOSTINIS et al., 2011; KWIATKOWSKI
etal., 2018).

Figura 9: Comparagéo entre o tempo de vida, a reatividade e a distancia de difusdo entre os EROs.
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Fonte: REDMOND, 2006; ALVES, 2014.
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3.7 Fotossensibilizadores

Os FSs sédo compostos que absorvem energia luminosa em comprimentos de onda
ressonantes a sua banda de absorcdo, o que desencadeia uma série de reacdes na presenca da
molécula de oxigénio, que resulta na morte das células alvo, através da geracdo de EROs,
conforme descrito na secdo anterior. Existem varios compostos que vém sendo descritos na
literatura e testados como FSs, alguns sdo até utilizados comercialmente. Dentre eles, podem
ser citados compostos da classe dos fenotiazinicos (corantes como o azul de metileno e o azul
de toluidina), os compostos porfirinicos (dentre eles as porfirinas de base livre e as
metaloporfirinas, as clorinas e bacterioclorinas e as ftalocianinas) e o cido 5-aminolevulinico
(5-ALA) (MOREIRA et al. 2012; ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

Independente da classe dos FSs, algumas propriedades favorecem sua utilizacdo na
TFD como, por exemplo, sua sintese deve ser relativamente facil e um FS ideal deve
apresentar multiplos alvos na célula para ser mais efetivo. A Tabela 1 apresenta algumas das

caracteristicas desejaveis para um FS.

Tabela 1: Caracteristicas de um fotossensibilizador modelo.

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS

FISICO-QUIMICAS e Alta pureza quimica;
o Alto coeficiente de extingdo molar;
o Apresentar carga positiva;
o Alta estabilidade e baixa tendéncia a agregacao.

FOTOFISICAS e Longo tempo de meia-vida no estado tripleto;
o Alta producéo de EROs;
e Resisténcia ao fotobranqueamento.

FARMACOLOGICAS e Acumulacdo no tecido alvo em administracdes sistémicas;
¢ Eliminacdo sistémica rapida e segura do organismo;
¢ Nenhuma ou baixa toxicidade sistémica.

FOTOTERAPEUTICAS e Nenhuma ou baixa toxicidade no escuro;
¢ Auséncia de potencial mutagénico ou carcinogénico;
e Destruicdo preferencial e eficiente do seu alvo bioldgico.

Fonte: ALVES, 2014; PAN et al., 2018.

Tanto a lipofilicidade quanto a carga do FS sdo fatores primordiais que afetam sua
captacdo e localizagdo na célula alvo. Ha porfirinas, por exemplo, que podem se acumular na

mitocondria de células de cancer, induzindo a sua morte por meio da apoptose e necrose
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(VAN STRATEN et al., 2017). Ja os fenotiazinicos sdo amplamente estudados para
aplicacbes antimicrobianas e menos frequentemente utilizados para o céncer. Sua carga
catidnica pode rapidamente se ligar e invadir as células microbianas, demonstrando alto grau
de seletividade para atingir microrganismos (PLOTINO; GRANDE; MERCADE, 2018). O 5-
ALA é um precursor da protoporfirina IX (Pp 1X), que tornou-se um FS de escolha na terapia
de lesBes pré-malignas e malignas da pele. Aprovado pela “Food and Drug Administration”
(FDA) dos EUA em 2000, esses derivados de ALA sdo considerados "pro-farmacos”, que
precisam ser convertidos metabolicamente em (Pp IX) para se tornarem FSs ativos
(ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; VAN STRATEN et al., 2017).

No inicio da aplicacdo da TFD, apenas um numero limitado de substancias estavam
disponiveis para aplicagdo como FS. Porém, durante as duas Ultimas décadas, foram
reconhecidas e sintetizadas novas substancias direcionadas para o0 uso na TFD. Os FSs foram
distintivamente divididos em geracdes baseadas no periodo de desenvolvimento e em suas
caracteristicas especificas. Muitos foram desenvolvidos inicialmente para aplicacdo da TFD
no tratamento do cancer. Os FSs de primeira geracdo foram as hematoporfirinas (Hp) que
surgiram no século X1X. Utilizando a Hp nos anos 60, Lipson relatou um caso de tratamento
bem-sucedido de neoplasias de mama (LIPSON et al., 1966). Porém, devido a sua natureza
heterotipica, grandes doses eram necessarias para alcancar os efeitos desejados (BENOV,
2015; VAN STRATEN et al., 2017).

O primeiro FS aprovado para uso na clinica foi o Photofrin® um derivado direto da
Hp, que foi obtido apds sua purificacdo e manipulacdo. Logo apds, surgiram outros
compostos derivados das porfirinas, como o Photosan® e Photocan®, ambos também
aprovados pela FDA para uso na clinica no tratamento de canceres e pré-cancer. Porém, o
Photofrin® ainda era uma mistura complexa de moléculas, as quais apresentavam algumas
limitacOes, como baixa seletividade no tecido alvo e lenta eliminacéo sistémica no organismo.
Devido ao baixo coeficiente de extincdo molar, uma alta dosagem de Photofrin® era
necessaria para atingir o efeito terapéutico, levando a sensibilidade prolongada da pele do
paciente apos a TFD (ALVES, 2014; VAN STRATEN et al., 2017).

Estes efeitos indesejados levaram a necessidade da sintese de FSs de segunda geracéo,
com o objetivo de aumentar a seletividade e reduzir a dose do medicamento. Em comparagéo
aos da primeira geracao, os FSs de 22 geracao apresentam uma maior producdo de EROs e um

maior nivel de pureza e reprodutibilidade. Alguns exemplos s&o o Levulan® e o Foscan®.
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Outro ponto positivo foi que as propriedades desses novos FSs foram ajustadas de modo a
utilizar a absorcéo de luz em comprimentos de onda maiores, para que possam ser usadas no
tratamento de tumores em tecidos mais profundos (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; VAN
STRATEN et al., 2017).

Por fim, os FSs de terceira geracao tratam-se de FSs de segunda geracéo associados a
lipossomas, anticorpos e nanoparticulas, por exemplo. Isto garante uma maior seletividade e
seguranga para seu uso sisttmico, podendo ser direcionados a agentes causadores da doenca
ou células especificas, minimizando injarias causadas aos tecidos sadios adjacentes. Os FSs
podem ainda serem produzidos endogenamente, como algumas porfirinas (DUTTA; WAKI,
CHANG, 2012; VAN STRATEN et al., 2017).

Embora a TFD tenha sido desenvolvida inicialmente e avangado mais no tratamento
do cancer, este avango nas pesquisas propiciou uma busca geral por FSs mais eficientes. A
partir dos anos 90, percebeu-se que a TFD poderia também exercer um eficiente efeito
antimicrobiano, se fosse possivel projetar FSs que pudessem se ligar preferencialmente a
microrganismos, em relacdo as células dos mamiferos. Para tratamentos antimicrobianos, o
termo Inativacdo Fotodinadmica (IF), ao invés de TFD, é frequentemente aplicado. O azul de
metileno (AM) e azul de toluidina s&o muito utilizados para IF por serem catidnicos e em
geral pouco téxicos para células de mamiferos (HAMBLIN, 2016). Esses FSs vém sendo
capazes de diminuir a viabilidade de vérias espécies de bactérias tanto in vitro quanto in vivo
(MELO et al., 2013).

Dados como esses indicam o grande leque de possibilidades de aplicacdo da TFD no
tratamento de varias condicbes, abrangendo diversas doencas infecciosas, incluindo
dermatoses, periodontites, parasitoses, dentre outras. A TFD vendo sendo testada em uma
ampla gama de microrganismos, incluindo bactérias Gram positivas e negativas (THOMAS et
al., 2015; SAH et al., 2019), protozoarios (ANDRADE et al., 2018), virus (BUZZA et al.,
2019) e fungos (CAI et al., 2018), os quais demonstraram suscetibilidade ao tratamento
fotodinamico. Outro exemplo esta relacionado ao ALA, um FS derivado das porfirinas, que
apesar de ter sido desenvolvido para terapia do cancer, também vem sendo testado em
microrganismos, a exemplo disto estdo os tratamentos clinicos em pacientes utilizando ALA e
seus derivados no combate a LC (ASILAN; DAVAMI 2006; JOHANSEN; JEMEC;
FABRICIUS 2019).
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3.7.1 Porfirinas

O conceito de porfirina vem do grego mopevpa, porphura, que significa “pigmento
parpura”. As porfirinas sdo FSs baseados em uma estrutura formada por quatro anéis
pirrolicos, unidos entre si por pontes meso-metinicas (CH), formando um macrociclo
composto por 20 atomos de carbonos e 4 atomos de nitrogénio. Dentre seus derivados
naturais essenciais para o organismo, destacam-se o grupo heme e as clorofilas, e estdo
presentes também nos citocromos, responsaveis pela transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria, de mitocéndrias (SMITH, 1975; ALVES, 2014). As porfirinas e seus derivados
tém atraido uma grande atencdo em relacdo a TFD (em geral, em tratamentos relacionados ao
cancer), devido a possibilidade de modular suas propriedades fotofisicas e biodisponibilidade
através da ampla escolha e planejamento dos substituintes periféricos, os quais podem ser
ligados tanto aos sitios pirrélicos, quanto as posicdes meso nas pontes de metinicas. Outro
fator que chama atencdo sdo os a&tomos de nitrogénio no interior, os quais formam uma
cavidade central perfeitamente posicionada para complexacdo de um ion metalico. Outros
compostos derivados da clorofila, utilizados como FSs, também apresentam estrutura
derivada da porfirina, como a clorina e a bacterioclorina (Figura 10), (MILGROM, 1997,
PAN et al., 2018; TIAN; ZHANG, 2019).

Figura 10: Estrutura geral do ndcleo porfirinico e seus derivados, clorinas e bacterioclorinas.
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Fonte: Adaptada de TIAN; ZHANG, 2019.

A nomenclatura das porfirinas se baseia no tipo e posi¢do dos substituintes no anel
porfirinico. Elas podem ser classificadas em arilporfirinas, quando possuem substituintes nos
anéis aromaticos (cadeias fechadas aromaticas) ou em alquilporfirinas, quando possuem

substituintes alifaticos (cadeias abertas). Ainda de acordo com a nomenclatura, quando os
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substituintes das posi¢cfes meso do anel porfirinico sdo iguais, usa-se o prefixo tetrakis. As
chamadas porfirinas de base livre, exemplificada na Figura 10, possuem dois 4tomos de
hidrogénio ligados aos nitrogénios centrais. Por outro lado, as porfirinas que possuem metais
complexados ao centro do anel macrociclico sdo denominadas de metaloporfirinas. As
metaloporfirinas resultam justamente dessa troca dos dois atomos de hidrogénio centrais da
porfirina de base livre por um cétion metalico, como por exemplo, Cu®*, Fe**, Zn** ou Ni?*
(BEGA et al., 2008; PEIXOTO, 2012; TIAN; ZHANG, 2019).

Os derivados das porfirinas podem apresentar alta geracdo de EROs. Em casos de
tratamento do cancer, elas apresentam preferéncia de acumulacdo nas células tumorais
comparadas ao tecido normal, tanto in vitro como in vivo, e sua localizacdo é
majoritariamente encontrada nas estruturas de membrana devido a sua anfifilicidade
(LONGEVIAL et al., 2017; PAN et al., 2018).

O grande interesse nestes compostos deve-se as suas caracteristicas fisicas e quimicas
como também suas potencialidades biologicas associadas a versatilidade estrutural da
porfirina. Longevial et al. (2017) demonstraram que mudancgas estruturais nas porfirinas
melhoraram sua eficiéncia, através do aumento de sua fototoxicidade pertinente ao alto
rendimento de producdo de EROs, aprimorando assim, suas propriedades fotofisicas. O
rearranjo dos substituintes na periferia do anel de porfirina afeta a forma da molécula, a
distribuicdo de cargas e o grau lipofilico. Tais modificacfes podem aperfeicoar as interaces
com o0s constituintes das células, o que eventualmente pode facilitar o fotodano aos
componentes celulares mais criticos, levando a réapida e eficiente morte celular. As
metaloporfirinas adequadamente projetadas podem ser uma alternativa promissora para a

TFD, principalmente nos casos de resisténcia a antibioticos (ALENEZI et al., 2017).

Esta versatilidade das porfirinas propicia tambem estudos interdisciplinares, que visam
a sua utilizacdo para: (i) construcdes de polimeros funcionais para catalisadores, iniciadores e
monémeros; (ii) desenvolvimento de células solares; (iii) preparacdo de quimiossensores e
nanossensores para a deteccdo de ions e anios metalicos; (iv) pode-se também utilizar estes
compostos e seus derivados tanto no diagndstico quanto no terapia, atualmente mais
direcionados ao cancer, com o foco especial na TFD, apresentando resultados satisfatorios
(Figura 11), (OLIVEIRA et al., 2015; RAGOUSSI; TORRES, 2015; DING; ZHU; XIE,
2016; TIAN; ZHANG, 2019).
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Dentre as vérias modificacBes, foi relatado que a quelagdo do ion Zn(ll), a sua
estrutura de macrociclo facilita a interacdo com as membranas celulares e aumenta a
eficiéncia da morte celular. A associacdo com Zn(ll) também tem sido frequentemente
utilizada para estabilizar FSs derivados de porfirina, mantendo as propriedades fotofisicas
necessarias para a TFD (PAVANI; IAMAMOTO; BAPTISTA, 2012; BENOV, 2015).

Figura 11: Representacdo esquemdtica da versatilidade das porfirinas aplicadas em diversas areas do
conhecimento.

Fonte: Adaptada de TIAN; ZHANG, 2019.

3.7.2 Zinco porfirinas (ZnPs)

Estudos apontam que a associagcdo com o Zn(Il) é uma boa estratégia para auxiliar na
manutengdo das propriedades fotofisicasfotoquimicas dos FSs no ambiente intracelular,
aumentando o tempo de vida do estado tripleto, e assim, ampliando a possibilidade de
interacdo da molécula do FS ativado com o oxigénio ou alvos celulares. Também ¢é relatado
que, em comparagdo com seus analogos de base livre, a ZnP apresenta uma maior eficiéncia
na morte da célula. Os dados também indicam que a acumulagdo de algumas ZnPs na
mitocondria induzem danos ainda mais proeminentes, levando a apoptose. Pavani, lamamoto

e Baptista (2012) demonstraram que células de adenocarcinoma cervical (HelLa), apos serem
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tratadas com ZnTC8PyP, apresentaram um alto percentual de citocromo c livre no citosol, o
qual é responsavel pela formacdo do apoptossoma. Sugere-se que a quelacdo com Zn(ll)
protege as propriedades fotoinduzidas das porfirinas no ambiente mitocondrial (BENOV;
CRAIK; BATINIC-HABERLE, 2011).

As caracteristicas das ZnPs que determinam sua captacdo, localizacdo subcelular e,
consequentemente, eficiéncia na TFD, além da fototoxicidade s&o: (i) a distribuigdo e a carga
total para suportar interacdes eletrostaticas com biomoléculas e estruturas celulares; (ii)
lipofilicidade e (iii) forma tridimensional da molécula. A vantagem do uso de ZnPs cati6nicas
como FS é que sua carga positiva é considerada uma caracteristica importante para sua alta
eficiéncia, devido a melhor interacdo com regides negativamente carregadas da célula, como
membrana plasmaética e mitocéndria, que sdo estruturas alvos na TFD. Ensaios ja provam que
a absorcao celular das porfirinas anfifilicas como a ZnTnHex-2-PyP** (ZnP hexil, Figura 12)
é muito mais rapida do que a de analogos mais hidrofilicos, como a ZnTM-2-PyP*
(EZZEDDINE et al., 2013; PLOTINO; GRANDE; MERCADE, 2018).

Figura 12: Estrutura da Zn(I1) meso-tetrakis(N-n-hexilpiridinio-2-il)porfirina.

R=C,H, - ZnTE-2-PyP*
R=CH, - ZnTnHex-2-PyP*
R=C,H,, - ZnTnOct-2-PyP*

Fonte: Adaptada de EZZEDDINE et al., 2013.

A presenca de cadeias alifaticas laterais contendo um carbono (metil) garante a
molécula carater mais hidrofilico, enquanto que, as cadeias contendo seis carbonos (n-hexil)
tornam a ZnTnHex-2-PyP* mais lipofilica. J4 é comprovado que o aumento progressivo da
cadeia alifatica aumenta moderadamente a lipofilicidade da molécula e melhora sua absorgéo
celular, e, portanto, promove um melhor efeito fotodindmico (EZZEDDINE et al., 2013;

ODEH et al., 2014). Pavani, lamamoto e Baptista (2012) expuseram que as porfirinas que
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apresentam longas cadeias alquilicas geraram indicadores de apoptose/necrose maiores do que
as porfirinas que apresentavam grupos metilicos associados ao seu anel porfirinico e estes

indicadores sdo ligeiramente maior para 0os compostos quelados com Zn(Il).

Porém, o aumento demasiado na lipofilicidade de um FS ndo melhora sua
fotoeficiéncia. Em um estudo realizado por Alenezi et al., (2017), o autor compara a
ZnTnHex-2-PyP*" & ZnTnOct-2-PyP*". A diferenca estrutural entre as duas é a cadeia de dois
atomos de carbono mais longa do anélogo octilo e foi visto que independentemente do fato do
isdmero ZnP octil ser mais lipofilico e se acumular em niveis mais elevados, ndo exibiu maior
fotoeficiéncia que seu analogo hexilico menos lipofilico. O que reforca a ideia de que a
eficiéncia da TFD ndo depende apenas da quantidade de porfirina acumulada, mas também é
afetada pela localizagéo do FS dentro da célula (ALENEZI et al., 2017). Além disso, uma alta

lipofilicidade pode dificultar a veiculagdo das porfirinas num ambiente aquoso.

Como citado anteriormente, um FS ideal deve apresentar alvos criticos celulares, visto
que pode ocorrer a contribuicdo mutua de diferentes tipos de morte celular, por exemplo, 0s
danos na mitocéndria podem levar a apoptose, a destruicdo e perda de integridade da
membrana plasmatica podem induzir necrose e danos nos lisossomos ou no reticulo
endoplasmatico podem provocar autofagia, por exemplo, (Figura 13) (KWIATKOWSKI et
al., 2018).

Figura 13: Mecanismo dominante de morte celular de acordo com a localizag&o subcelular do FS nas diferentes
organelas.
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40

Normalmente, as porfirinas e seus derivados possuem uma intensa banda de absorgéo
na faixa de aproximadamente 390 a 425 nm, na regido do comprimento de onda azul, que é
chamada de banda de Soret. Também possuem duas bandas de absorcdo de menores
intensidades, chamadas de bandas Q, que estdo localizadas na faixa de 500 - 700 nm na parte
de baixa energia dos espectros (TIAN; ZHANG, 2019). Na Figura 14, estid presente o
espectro de absorcdo e emissdo da ZnTnHex-2-PyP** (ZnP hexil), na concentracio de 5 uM.
O pico de absorcdo maximo esta em torno de 426 nm, corresponde a banda de Soret, e duas
bandas Q de emisséo na regido do vermelho com os picos em 606 nm e 656 nm.

Figura 14: Espectros de absorcdo (preto) e de emissdo (vermelho) da ZnTnHex-2-PyP*" 5 uM, diluida em
tampdo fosfato-salino. Excitagdo em 426 nm.
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Fonte: O autor, 2019.

Devido a preocupacdo com o aumento da resisténcia bacteriana, a TFD também vem
sendo utilizada no tratamento alternativo antimicrobiano e as ZnPs vém sendo testadas como
FSs (STAEGEMANN et al., 2017). Outras ZnPs analogas a adotada neste trabalho também ja
foram utilizadas, por exemplo, foi visto que a utilizagdo da ZnTnHex-3-PyP** como FS foi
capaz de eliminar com eficiéncia bactérias patogénicas (ALENEZI et al., 2017). Viana et al.
(2015) demonstraram uma alta atividade microbicida da ZnTE-2-PyP*" (ZnP etil) sobre
culturas de Candida albicans. Além disso, segundo Abada et al., (2013) porfirinas e seus
derivados podem atuar como potenciais agentes antiparasitarios contra parasitas do género
Leishmania, especialmente na LC, devido a penetrabilidade da luz. Trabalhos como o do
nosso grupo, Andrade et al. (2018), comprovam a eficiéncia da ZnP etil como um agente
terapéutico fotoativo promissor para essa leishmaniose. Atualmente, muitos dados sobre a

eficiéncia das porfirinas e seus derivados na TFD estdo sendo bem descritos na literatura,
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porém grande parte de suas aplicacdes ainda esta associada a &rea oncologica (YAP et al.,
2018).

Benov et al. (2002) estudaram a influéncia das N-alquilpiridilporfirinas e seus
complexos com Zn(ll). As ZnPs se destacaram por serem FSs potentes dentre as
metaloporfirinas, por exemplo, quando comparadas aos seus analogos de manganés, que se
mostraram menos eficientes. Todas as porfirinas testadas queladas ou ndo com Zn, foram
mais eficientes na indugdo da morte da Echerichia coli do que o derivado da Hp, mesmo sua
versdo purificada ja estando disponivel para uso clinico (Photofrin®). Verificou-se ainda que
0s isdmeros da posicdo orto quelados com Zn(lIl) (assim como a ZnP utilizada neste trabalho)
foram os mais eficientes na inducdo da fotoxidacdo do NADH in vitro. Outra coisa que chama
atencdo é que estudos relatam que a depender do tipo de célula, a eficiéncia individual do FS
pode ainda ser maior (MORGAN; OSEROFF, 2001; BENOV et al., 2010).

Benov et al. (2010) observaram, que o aumento progressivo da lipofilicidade das orto
Zn N-alquilpiridilporfirinas, a medida que as cadeias alquilicas sdo alongadas de metil para
hexil, totalizando cinco ordens de grandeza, aumentou o acimulo do FS nas células de
adenocarcinoma de célon (LS174T). Isso coincidiu com um aumento da morte fotodindmica
pelos andlogos da ZnP na ordem: hexil > butil > metil. Experiéncias in vivo utilizando
camundongos, comprovaram que analogos da ZnP etil mostraram-se acumular nas
mitocondrias das células (SPASOJEVIC et al. 2007). Em comparacdo, outros trabalhos
indicam que seu analogo hexil, tendem a se acumular nas mitocdndrias também, porém em
um nivel superior ao dos seus derivados etil (BATINICHABERLE et al. 2010).

3.8 Terapia fotodinamica no tratamento da leishmaniose cutanea

Devido a eficécia clinica da TFD nas doencas cuténeas localizadas e a crescente
evidéncia de sua atividade antimicrobiana, pesquisadores iniciaram ensaios relacionados ao
tratamento da LC e observaram resultados promissores (ALENEZI et al., 2017;
AURELIANO et al., 2018). A TFD antiparasitaria € uma abordagem emergente para 0
tratamento da LC, uma vez que ndo foram relatados grandes efeitos colaterais,
contraindicacOes e resisténcia a parasitas até o momento. Diferentes condi¢fes de tratamento
tém sido testadas, alterando-se pardmetros como: categoria e concentracdo do FS, tempo de
irradiacdo e incubacéo, irradiancia, entre outros (AURELIANO et al., 2018).



42

O ALA, por exemplo, é atualmente um pro-farmaco popular na TFD da classe das
porfirinas, sendo metabolizado por células de mamiferos e microrganismos ao FS (Pp IX),
como parte da via biossintética do heme. Ou seja, a absor¢do do ALA induz a producédo e o
acumulo da Pp IX, que é substancia fluorescente e eficaz como FS. Com subsequente
iluminacdo com luz vermelha, o ALA e seus derivados tém sido usados para tratar pacientes
no Oriente Médio e Europa com LC (FELICIO et al., 2008; VAN STRATEN et al., 2017).

Em um breve histérico, Enk et al. (2003) relataram um dos primeiros usos da TFD
para LC no Velho Mundo, tratando 11 pacientes israelenses com um total de 32 lesGes de LC
causadas por L. major. Os pacientes foram tratados semanalmente com a TFD utilizando 6-
ALA 10% e irradiado com a luz vermelha (100 J/cm?). Com excec&o de uma lesdo, todas as
demais se tornaram livres de amastigotas apds apenas duas sessGes de TFD. Asilan e Davami
(2006), também relataram que, através da TFD, foi alcancada uma cura total de 29 e cura
parcial de 2 das 31 lesBes causadas por L. major quando tratadas com a TFD utilizando
cloridrato de 5-ALA 10%, comparando-as com o sulfato de paromomicina, com o qual
obtiveram apenas a cura de 14 das 34 lesbes. Johansen, Jemec e Fabricius (2019),
recentemente relataram o caso de um menino de 15 anos com LC, causada por L. major,
multirresistente aos diversos farmacos convencionalmente utilizados. Neste caso, a aplicacdo
da TFD duas vezes por semana, durante 12 semanas, utilizando o ALA como FS, resultou na

cura e cicatrizagcdo completa da leséo.

No entanto, o custo do ALA ainda é alto para as populacdes necessitadas e 0s Varios
estudos citados anteriormente, foram ensaios randémicos. Ainda, apesar de varios estudos que
indicam a acdo da TFD, a literatura apresenta parametros extremamente distintos entre si,
relacionados aos FSs, concentracdo, tempo e parametros de irradiacdo entre as varias
metodologias empregadas. Kosaka et al. (2007) e Akilov et al. (2017) relataram que a
eficiéncia do ALA na TFD provavelmente estaria ligada a uma destruicdo tecidual
inespecifica acompanhada de um despovoamento de macréfagos mais do que qualquer morte

direta de parasitas. Isso levou a se buscar novos FSs mais direcionados para a Leishmania.

Pinto et al. (2017) observaram que o (AM) como FS, juntamente com a TFD, foram
capazes de diminuir a viabilidade das formas promastigotas da L. major e L. braziliensis em
mais de 70% nas maiores concentracdes testadas, porém, estas concentragfes demonstraram
leve toxicidade no escuro para ambas as espécies. Esses resultados corroboraram com 0s

reportados por Song et al. (2011) que avaliaram in vitro o efeito do AM sobre L. amazonensis,
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no escuro e apés a TFD, através do teste de MTT. Foi observado que a interagdo com o0 AM
no escuro diminuiu a viabilidade em até 50% na concentracdo mais alta testada (100 uM)
enquanto que com a TFD na mesma concentracdo reduziu em 80%. Outro ponto que chama
atencdo foi o tempo de incubacédo de 1 hora entre o FS e a célula. Isso ocorre ndo s6 com o
AM (PINTO et al. 2017), mas também com outros compostos utilizados na TFD, como a
carcuma (PINTO et al., 2016) e alguns derivados de ftalocianinas (FC) (LONARDONI et al.,
2018). Os resultados apresentados nestes estudos séo indicativos de que o AM é um FS com
promissor, porém, mais estudos ainda sdo necessarios para melhor compreensdo de seu

mecanismo de a¢do e garantia de seguranca e eficacia para uso clinico.

Viana et al. (2018) utilizaram FSs das classe das porfirinas e das FCs para uma dupla
inativacdo fotodindmica da Leishmania, com o propdsito de seu uso efetivo como vacina. A
L. amazonensis foi entdo duplamente foto-inativada, primeiramente através da captacdo
endocitica de FC, e depois pela inducdo endogena por ALA de transfectantes
uroporfirinogénicos para acumular uroporfirina citosélica | (URQO). Os camundongos BALB/c
vacinados com parasitos duplamente foto-inativados, tiveram um atraso significativo do inicio

no desenvolvimento da lesdo e uma diminuicdo substancial da carga parasitaria.

No mesmo ano, Andrade et al. (2018) realizaram estudos in vitro utilizando a ZnP
cationica ZnTE-2-PyP** sobre a L. braziliensis, e relataram um declinio de cerca de 90% das
formas promastigotas e uma reducdo em cerca de 40% do numero de amastigotas por
macrofago apos aplicacdo fotodindmica. Outra grande vantagem apresentada pelos compostos
porfirinicos, como mostra a revisdo de literatura de Annunzio et al. (2019), é a menor
demanda da concentracdo para atingir o efeito desejado, quando comparado a outros FSs
testados, como 0 AM (AURELIANO et al., 2018). Ressaltando, mais uma vez, a importancia
da localizacdo intracelular do FS na célula (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Além da aplicacdo contra doengas inflamatorias e infecciosas, estudos em pacientes
demonstraram que a aplicacdo da TFD, em geral, além de ser eficaz contra a LC, também
mostrou melhoras nos sinais de envelhecimento da pele, os resultados cosméticos foram
promissores, quando comparados aos tratamentos convencionais. Estudos sugerem a acdo da
TFD para esse fim esta associada ao aumento do tipo de colageno e da espessura da pele.
Além da melhora desse aspecto, nos testes em humanos apresentados ndo houve recidivas
durante os 6 meses de acompanhamento pos-tratamento em todos os ensaios clinicos citados

nesta sessdo. No entanto, foram observados efeitos colaterais como eritema, sensagdo de
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queimacdo durante a iluminacédo e subsequente hiperpigmentacdo, porém, nada significativo a
ponto de desistir do tratamento, como acontece em pacientes durante o uso da medicagdo
padrdo (MICHELETTI e BEATRIZ, 2012; ANNUNZIO et al., 2019).

Portanto concluimos que a TFD apresenta um grande potencial para o tratamento da
LC, porém mais estudos ainda sdo necessarios, os quais levem a uma melhor compreenséo da
atuacdo dos FSs sobre os parasitas e a padronizacdo de protocolos, para se alcancar
tratamentos rapidos e eficazes, utilizando minimas concentracfes do FS e pardmetros de

irradiacao.
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RESUMO

A inativacdo fotodindmica (IF) est4d emergindo como uma alternativa promissora para o
tratamento da leishmaniose cutanea (LC), pois a terapéutica atual € baseada em farmacos que
apresentam alta toxicidade com casos de resisténcia reportados. A ZnTnHex-2-PyP*" (ZnP
hexil) é um derivado com grande potencial para a IF, ndo sé por suas propriedades fotofisicas,
como também por seu carater catiénico e mais lipofilico — porém ainda hidrossoltvel — que
podem acentuar sua interacdo celular. Assim, esse estudo objetivou investigar o efeito
fotodindmico in vitro mediado pela ZnP hexil na inativacdo de parasitas do género
Leishmania. A acdo fotodindmica em promastigotas foi avaliada por (i) ensaios de viabilidade
celular com azul de tripan e iodeto de propideo, (ii) determinacdo do potencial da membrana
mitocondrial, (iii) andlise morfoldgica por microscopia de varredura eletronica e (iv) interacao
celular por microscopia de fluorescéncia. Os resultados de viabilidade celular indicaram que a
ZnP hexil, na menor concentracdo testada (0,62 pM) associada a IF (3,4 J/cm?) culminou na
inativacdo de mais de 95% das promastigotas. O tratamento fotodindmico também levou a
uma intensa despolarizacdo e dano mitocondrial, bem como perda de formato fusiforme e
enrugamento da membrana plasmética. A microscopia de fluorescéncia revelou uma
marcacdo intracelular, em forma de agregados, pela ZnP ao longo do corpo do parasita com
apenas 5 min de incubacdo. O efeito fotodindmico também levou a reducdo de mais de 50%
no nimero de amastigotas em macrdfagos, ap6s uma Unica sessdo de tratamento. N&o foi
observada toxicidade consideravel frente a células de mamifero. Dessa forma, o tratamento
fotodinamico mediado pela ZnTnHex-2-PyP*" tem potencial para ser avaliado in vivo como

uma alternativa para a LC.

Palavras chaves: porfirina; terapia fotodinamica; Leishmania amazonensis.
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1- INTRODUCAO

A leishmaniose é considerada uma das doencas parasitarias mais comuns no mundo,
com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas. E caracterizada por ser uma doenca tropical
infecto-parasitaria que acomete humanos e animais, causada por um parasita intracelular do
género Leishmania [1]. A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum desta doenga, e
no Novo Mundo costuma ser causada pelas espécies L. braziliensis, L. amazonensis e L.
guyanensis. O ciclo de vida do parasita envolve duas formas distintas: a promastigota, que é
encontrada no vetor e a amastigota, forma intracelular encontrada em células de mamiferos [2,
3].

Atualmente, os farmacos de escolha para o tratamento da LC séo aplicados de forma
sistémica e apresentam alta toxicidade, o que limita o uso desses compostos. Além disso, ja
foram relatados casos de resisténcia do parasito aos tratamentos convencionais [4,5]. Surge
entdo a terapia fotodinamica (TFD). Essa modalidade terapéutica vem sendo amplamente
explorada no cancer, mas também vem se apresentando como uma opg¢do promissora para a
inativacdo microbiana e parasitaria, uma vez que pode favorecer um tratamento rapido e
localizado [6, 7, 8].

A TFD ¢é baseada na utilizacdo de substancias com propriedades fotossensibilizadoras
e sua ativacdo pela luz, na presenca de oxigénio. Apé6s a irradiacdo, a ativagdo do
fotossensibilizador (FS) resulta na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), que
levam a célula alvo a morte por estresse oxidativo. As vantagens da TFD frente a terapia
padrdo para a LC incluem administracdo local, procedimentos minimamente invasivos e, por
ter varios alvos celulares e casos de resisténcia ainda ndo foram reportados [6, 9].

A literatura relata o uso de diferentes FSs combinados com diferentes parametros de
irradiagdo para a inativacdo das espécies de Leishmania [10, 11]. Todavia, ainda se faz
relevante a busca por novos FSs que possam ser eficientes aplicando menores concentragdes,
tempos de incubagdo e condicOes de irradiagdo, de modo a minimizar fotodanos a tecidos
adjacentes. Além disso, uma melhor compreensdo da interacdo bioldgica dos diferentes FSs
pode também ajudar a ter cada vez mais procedimentos mais otimizados.

As porfirinas e seus derivados sdo compostos tetrapirrolicos que ja vém sendo
utilizados como FSs na TFD para estudos (i) relacionados ao cancer [12], (ii) fungos [13], (iii)
bactérias [14] e até (iv) parasitas [15], pois podem apresentar propriedades como carga
positiva facilitando a interagdo com estruturas celulares e alta eficiéncia na geracéo
intracelular de EROs [16]. Além disso, as porfirinas complexadas ao Zn(ll) tém o potencial de

serem FSs ainda mais eficazes do que seus analogos base livre, pois a quelacdo do Zn(Il) na
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estrutura das porfirinas, além de as deixarem mais estaveis, potencializa sua interacdo as
membranas celulares [17, 18].

Recentemente, reportamos resultados promissores na inativacdo fotodinamica de
formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis utilizando a Zn(Il) meso-tetrakis(N-etil-
2-piridil)porfirina (ZnTE-2-PyP**, ZnP etil) [15]. Segundo a literatura, estudos realizados com
células de mamiferos, indicaram que essa porfirina tende a se acumular preferencialmente nos
lisossomos e/ou apresenta-se distribuida no citoplasma [19]. Por outro lado, esses estudos
também relatam que o derivado Zn(ll) meso-tetrakis(N-n-hexilpiridinio-2-il)porfirina
(ZnTnHex-2-PyP*", ZnP hexil) pode ser potencialmente ainda mais eficaz por ser mais
lipofilico — sem deixar de ser hidrossolUvel — propiciando maior interacdo com a célula, até
mesmo com organelas essenciais para sua sobrevivéncia, como a mitocondria.

Assim, devido (i) aos efeitos colaterais associados com a terapia atual para LC, (ii) a
busca por tratamentos fotodindmicos mais rapidos e efetivos utilizando condi¢cdes de
irradiacdo e concentracBes de FS menores, (iii) 0s resultados promissores obtidos por nds para
a ZnP etil e (iv) as potencialidades relatadas para a ZnP hexil, o presente estudo objetivou
avaliar a agdo in vitro da ZnTnHex-2-PyP*" na inativacdo de parasitas do género Leishmania

causadores da LC.
2 - METODOLOGIA

2.1 - Parasitas

As formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/77BR/LTB0016) foram
cultivadas em meio Schneider (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
inativado (Gibco) e 100 1U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco). As
células foram mantidas a 26 °C e utilizadas durante o inicio da fase estacionaria de
crescimento (forma metaciclica). Formas promastigotas de L. (V) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) foram também utilizadas.

As formas amastigotas de L. amazonensis foram obtidas a partir da infecgdo de
macrofagos peritoneais BALB/c, por 14 h, utilizando a propor¢do de 5:1
(promastigotas:macréfagos). Para infeccdo, os macréfagos (5% 10° células/pogo) foram
distribuidos em placas de 24 pocos e mantidos em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de SFB, a 37 °C e 5% CO,.
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2.2 - Ensaio Fotodinamico

A ZnP hexil foi sintetizada a partir da alquilagido do precursor Zn(Il) meso-tetrakis(2-
piridil)porfirina, usando uma adaptacdo do método descrito por Viana et al. [20] e apresentou
caracteristicas espectrais idénticas aquelas reportadas anteriormente [17].

Os ensaios fotodindmicos para as formas promastigotas foram realizados em
microplacas de 96 pocos. Para tanto, em cada pogo, foram adicionadas aliquotas (100 pL)
preparadas em tampéo fostato salino (PBS) 1 X contendo 1 x 10’ células/mL + o sistema a ser
avaliado, na proporc¢éo de 1:1 (volume:volume), com volume final de 200 pL.

Foram utilizadas duas concentracfes da ZnP hexil, 0,62 e 1,25 uM, diluidas em PBS.
Foram avaliados os seguintes grupos: (i) Controle — sem tratamento, no escuro; (ii) Luz —
tratamento apenas com irradiacdo; (iii) ZnP 1,25 uM, sem irradiacdo (no escuro) e (iv) grupos
do tratamento fotodindmico, ZnP + Luz, incubacdo com a porfirina em uma das duas
concentragdes mencionadas acima, seguida de irradiagdo. Para todos os grupos contendo a
ZnP hexil, as células foram incubadas com o FS por 5 min na auséncia da luz. Os parametros
utilizados foram baseados em ensaios anteriores realizados com a ZnP etil [15]. Como fonte
de luz, foi utilizado um LED 410 + 20 nm (LEDbox, Biolambda).

Foram avaliadas duas condicdes de irradiacdo: Luz 1 = ca. 19,1 mW/cm? por 3 min
(exposicéo irradiante de ca. 3,4 J/em?) e Luz 2 = ca. 38,2 mW/cm? por 1 min (exposicdo
irradiante de ca. 2,3 Jicm?). Assim, foram constituidos quatro grupos tratados
fotodinamicamente: TFD 1 (ZnP 0,62 uM + Luz 1); TFD 2 (ZnP 0,62 uM + Luz 2); TFD 3
(ZnP 1,25 uM + Luz 1) e TFD 4 (ZnP 1,25 uM + Luz 2). A irradiacdo foi aplicada
diretamente sobre a placa, sem a utilizacdo da tampa. Foram realizados experimentos em
duplicatas em quatro ensaios independentes.

Apbs os respectivos tratamentos, foram realizadas as analises de viabilidade celular
pelo método de exclusdo com azul de tripan. Este método se baseia no principio de que
células vidveis sdo impermedaveis ao corante, enquanto células mortas absorvem o azul de
tripan para seu citoplasma por perda de seletividade da membrana, permanecendo assim
coradas [21]. Para o ensaio, foram utilizados 90 pul da suspensdo de parasitos de cada
condicdo avaliada, aos quais foram adicionados 10 uL do azul de tripan. Apds homogeneizar
e incubar por 5 min, o nimero de parasitos ndo corados (viaveis) foi contado em camara de
Neubauer.

Para os experimentos com as amastigotas, 500 pL de cada sistema a ser avaliado
foram adicionados em placas de 24 pocos contendo os macréfagos infectados por L.

amazonensis. As condi¢des de maior exposicdo irradiante (TFD 1 e TFD 3) foram escolhidas
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para avaliar o efeito fotodindmico nas amastigotas. Apos o tratamento, as células foram
coradas com pandtico, segundo instrucdes do fabricante (Laborclin®). O nlmero de
amastigotas foi determinado através da analise de 100 células hospedeiras infectadas
distribuidas em campos escolhidos aleatoriamente por microscopia optica (Leica DM500). Os

ensaios foram realizados em duplicatas, em trés ensaios independentes.

2.3 - Ensaio de Citotoxicidade

Foram também realizados ensaios de citotoxicidade, relativos aos tratamentos
aplicados, utilizando macréfagos medulares extraidos de camundongos BALB/c. Os
macréfagos (1% 10° células/poco) foram incubados overnight em estufa de 37 °C e 5% de
CO,, para que pudessem aderir a placa de 96 pog¢os contendo meio RPMI-1640 com vermelho
de fenol, suplementado com SFB 10% inativado.

Para realizacdo do experimento, o sobrenadante foi retirado dos pogos e foi
acrescentada a ZnP hexil nas concentracdes de 0,62 a 1,25 uM, (com exce¢do dos grupos
controle e Luz, para os quais somente o PBS foi adicionado). Foi adotado também o
tratamento com maior exposicéo irradiante. As placas foram irradiadas conforme descrito
anteriormente para as formas promastigotas (item 2.2). Apds o tratamento, as células foram
lavadas e incubadas em meio RPMI-1640 sem vermelho de fenol contendo MTT 5 mg/mL
(Brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazolium azul; Sigma-Aldrich). As placas
foram incubadas na estufa a 37 °C e 5% de CO, por 4 h. Ap6s a incubacéo, o sobrenadante foi
desprezado e os cristais formados foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) por 30
min e homogeneizados. A absorbancia foi mensurada atraves do espectrofotdmetro
Spectramax M4, em 570 nm. Foram realizadas triplicatas de cada concentracdo, reproduzidas

em trés experimentos independentes.

2.4 - Marcagéo Celular das Formas Promastigotas com a ZnP Hexil

A fim de avaliar a interagdo do FS com as formas promastigotas, foram realizadas
analises por microscopia confocal de fluorescéncia. A suspensdo celular (1 x 10° células/mL)
foi adicionada em placas para microscopia confocal (SPL) e incubada com a ZnP hexil na
concentracdo de 5 uM, durante os tempos de 5 e 15 min. As amostras foram observadas
através de um microscopio confocal de fluorescéncia ZEISS LSM 700, sob excitagdo em 458

nm e deteccdo a partir de 468 nm.

2.5 — Analise Morfoldgica das Formas promastigotas
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Para avaliar os danos morfol6gicos nas promastigotas, foram realizadas analises por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Para tal, as células foram processadas como
anteriormente reportado por Alianca et al. [22] e observadas em um microscopio eletronico de
varredura (JSM- 5600 LV, JEOL).

2.6 - Ensaios por Citometria de Fluxo

Para a avaliagdo dos efeitos do tratamento fotodindmico na membrana plasmatica dos
parasitas, foi utilizada a sonda fluorescente lodeto de Propideo (IP; Sigma-Aldrich). Para
tanto, as formas promastigotas (tratadas ou ndo) foram lavadas e incubadas com 30 pg/mL de
IP por 15 min. As células foram analisadas em um citémetro de fluxo Accuri C6 (Becton-
Dickinson). O perdxido de hidrogénio (H,0,) foi utilizado como controle positivo. Um total
de 20.000 eventos foi adquirido para cada amostra utilizando o detector LP 670 nm. A
excitacdo foi em 488 nm.

Para analise das possiveis alteragdes no potencial de membrana mitocondrial (AYM)
causadas pelo tratamento fotodindmico nas formas promastigotas, foi utilizada a sonda
fluorescente Rodamina 123 (Rh 123; Sigma-Aldrich). Os parasitas (tratados ou ndo) foram
incubados com 10 pug/mL de Rh 123 por 15 min. Apds, as células foram entdo analisadas por
citometria de fluxo conforme reportado acima, utilizando o detector 533/30 nm. As variagoes
na intensidade de fluorescéncia foram quantificadas a partir do indice de variacdo (1V), por
meio da equacdo: IV = (MT - MC)/MC, onde MT é a mediana de fluorescéncia para parasitas
tratados e MC é a do controle negativo (ndo tratado). Os valores negativos do IV caracterizam
a despolarizacdo da membrana mitocondrial, enquanto os valores positivos indicam uma
hiperpolarizagdo. Os ensaios por citometria de fluxo foram realizados em duplicata em dois

experimentos independentes.

2.7 - Anadlise Estatistica
As diferengas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t Student pareado,
apos avaliagdo da normalidade dos dados por Shapiro-Wilk. Foi utilizado o GraphPad Prism 7

(Graphpad). As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.

2.8 - Consideragcdes Eticas
Todos os experimentos realizados envolvendo animais seguiram as normas vigentes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité

de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Aggeu Magalhes/ Fundagio Oswaldo Cruz
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e do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (CEUA- FIOCRUZ N° 121/2017; IPEN-
CNENY/SP N° 189/2017).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Avaliacéo do Efeito Fotodinamico da ZnP hexil em Promastigotas

3.1.1 — Viabilidade Celular por Azul de Tripan

Considerando tanto as condicGes de irradiacdo quanto as concentracdes da ZnP hexil
(1,25 e 0,62 uM), todos os grupos fotodinamicamente tratados apresentaram mais de 99% de
células mortas em comparacdo com o controle, assim como ilustra a Figura 1. Foram
avaliadas concentracdes de ZnP ainda menores que 0,62 uM (0,3 e 0,5 uM), porém, nédo
atingiram um percentual de morte celular maior que 90% (dados ndo exibidos). Portanto, a
incubacdo com o FS, seguida de irradiacdo causou um efeito drastico sobre os parasitas,
indicando uma intensa diminui¢do no numero de células viaveis. Os grupos tratados s6 com

luz e com ZnP no escuro apresentaram resultados semelhantes ao controle.
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Figura 1 - Sobrevivéncia de promastigotas de L. amazonensis determinada pela contagem celular por azul de
tripan, imediatamente ap0s a exposicao ao efeito fotodindmico associado a ZnP. Legenda: Luz 1 - Irradiancia
19,1 mW/cm? por 3 min (3,4 J/cm?); Luz 2 - Irradiancia 38,2 mW/cm? por 1 min (2,4 J/cm?); ZnP - ZnP 1,25
uM; TFD 1 - ZnP 0,62 uM + Luz 1; TFD 2 - ZnP 0,62 uM + Luz 2; TFD 3 - ZnP 1,25 yM + Luz 1; TFD 4 -

ZnP 1,25 uM + Luz 2. *Grupos estatisticamente significantes (p <0,05) quando comparados ao controle.

Pinto et al. [23], utilizando o tratamento fotodindmico (10 J/cm?2) mediado pela clorina
e6 (400 pg/mL), alcancaram um decreéscimo no nimero de promastigotas viaveis na faixa de
99% para L. braziliensis e 90% para a L. major, no entanto foi necessario um tempo de

incubagdo de 1 h e a citotoxicidade nédo foi avaliada em células de mamiferos. Outro ensaio
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[24] também indicou que o efeito fotodindmico (10 J/cm?) associado ao azul de metileno
(AM) foi capaz de diminuir o numero de promastigotas de L. major e L. braziliensis viaveis
em mais de 70% na maior concentracdo testada (500 pg/mL ~ 1600 uM). Mas, assim como
em outros estudos [23, 25, 26], as amostras foram pré-incubadas por 1 h. Cabral et al. [27],
também utilizando o AM (100 pM) na TFD (48,8 J/cm?), atingiram um percentual de reducéo
da viabilidade de cerca de 90% das formas promastigotas da L. amazonensis. Andrade et al.
[15] aplicaram o tratamento fotodindmico (90 J/cm?) mediado pela ZnP etil (10 pM) e
observaram danos em cerca de 90% das promastigotas L. braziliensis.

Neste presente estudo, o protocolo descrito levou a inativacdo de L. amazonensis e L.
braziliensis em mais de 99% das células, aplicando uma menor exposicao irradiante, menor
tempo de irradiacdo, menor tempo de incubacdo (5 min) e uma concentragcdo bem menor do

FS do que nos estudos acima mencionados [15, 23-27].

3.1.2 — Viabilidade Celular por lodeto de Propideo

A fluorescéncia do IP é detectada em células que perderam a integridade da membrana
plasmatica, pois a alteracdo da sua permeabilidade permite a entrada desse marcador e
consequente sua ligacdo ao DNA da célula, uma vez que em situa¢cdes normais as células séo
impermeaveis ao IP [28]. A Figura 2 ilustra as analises citométricas de marcacdo com IP das
formas promastigotas de L. amazonensis submetidas ou ndo ao tratamento fotodinamico.

Apenas 4,4% das células do grupo controle negativo (sem tratamento) apresentaram-se
marcadas pelo IP (Figura 2A). Uma porcentagem semelhante de marcacéo foi observada para
as células tratadas apenas com a ZnP hexil (1,25 uM, Figura 2C) ou células tratadas apenas
com Luz 1 e Luz 2 (Figuras 2D a 2E). Por outro lado, 99,5% das células incubadas com H,0,
(controle positivo) apresentaram marcacdo pelo IP (Figura 2B), assim como as células dos
grupos tratados fotodinamicamente (Figuras 2F a 21), que exibiram uma marcagdo maior que
90%, mesmo quando a menor concentragao de porfirina foi utilizada.

Estes dados indicam que as amostras fotodinamicamente tratadas apresentaram um
aumento consideravel na permeabilidade da membrana plasmatica, levando a perda da
viabilidade celular, corroborando com os dados apresentados com o corante azul de tripan
(item 3.1.1). As células IP positivas séo consideradas células em processo de necrose ou em
apoptose tardia. Alguns estudos apontam que a apoptose tardia em parasitas do género

Leishmania néo é reversivel [29, 30, 31].
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Figura 2 - Histogramas para promastigotas de L. amazonensis apés tratamento fotodinamico associado a ZnP
hexil, indicando marcacgéo com IP. M1 - células ndo marcadas; M2 - células marcadas IP positivas. Legenda: A -
IP (controle negativo — sem tratamento); B - H,0, (controle positivo); C - ZnP 1,25 uM; D - Luz 1 (3,4 J/cm?); E
-Luz 2 (2,4 Jlem?); F - ZnP 0,62 pM + Luz 1 (TFD 1); G - ZnP 0,62 uM + Luz 2 (TFD 2); H - ZnP 1,25 uM +
Luz 1 (TFD 3); I - ZnP 1,25 uM + Luz 2 (TFD 4).

Trabalhos como o de Aureliano et al. [29] utilizando o AM como FS em varias
concentragfes de até 250 uM, com exposicdo irradiante de 265,4 J/cm?, alcangaram uma
marcacgdo consideravel de 73% a 87% com o IP. Mesmo aplicando concentragdes e tempos de
irradiacdo menores, neste presente estudo, foram observadas marcacfes ainda maiores.
Adicionalmente, quando comparado a ZnP etil, que apresentou marcagéo por volta de 50%,
nota-se que o aumento da cadeia alifatica da porfirina induziu maior dano a membrana
plasmatica, provavelmente devido ao maior carater anfifilico da ZnP hexil, o que contribuiu
para 0 aumento da eficiéncia [15, 32].

Essas fatos também foram observados no estudo de Pavani et al. [18] no qual os
autores discutiram que a TFD mediada por porfirinas que apresentam longas cadeias
alquilicas geravam indicadores de morte celular em células de cancer maiores do que as

porfirinas que apresentavam grupos metilicos associados ao seu anel porfirinico [33], sendo
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que estes indicadores foram ainda um pouco maiores para 0S compostos quelados com zinco,
Zn(I1). Moghnie et al. [34] também observaram um maior dano na membrana plasmatica de
leveduras Saccharomyces cerevisiae na TFD mediada por ZnTnHex-2-PyP**, em comparacéo

com analogos mais hidrofilicos.

3.1.3 — Efeito do Tratamento Fotodinamico no Potencial de Membrana Mitocondrial

A Rh 123 é uma sonda fluorescente capaz de se acumular dentro da membrana
mitocondrial polarizada de uma célula fisiologicamente normal, gerando assim fluorescéncia.
A diminuicéo da fluorescéncia da Rh 123 indica a despolarizacdo da membrana mitocondrial
enquanto o aumento indica hiperpolarizacdo [28]. Todas as amostras de promastigotas
tratadas fotodinamicamente demonstraram relevantes alteracbes mitocondriais, de acordo com
a andlise por citometria de fluxo. Os resultados das alteracbes mitocondriais estdo
apresentados na Figura 3.

Foi observada uma discreta hiperpolarizacdo analisando-se a mediana de intensidade
de fluorescéncia (MIF) e o IV para as células tratadas apenas com a ZnP hexil (no escuro) ou
com luz, independentemente da exposicdo irradiante utilizada. J& nas amostras
fotodinamicamente tratadas, a MIF apresentou uma intensa diminui¢gdo, maior que 75%
(Figura 3A), e valores de IV negativos foram observados (Figura 3B), indicando
despolarizacdo da membrana mitocondrial do parasita. Dados semelhantes foram obtidos para
o controle positivo com H,0,. Dessa forma, os dados da Rh 123 indicam que houve alteracédo

no AYM e consequentemente danos na mitocondria do parasita, induzidos pela TFD.
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Figura 3 - Avaliacdo por citometria de fluxo de alteragBes no potencial mitocondrial em promastigotas de L.
amazonensis, submetidas ao efeito fotodindmico associado & ZnP hexil. Legenda: A - MIF da Rh 123; B - indice
de variacdo. ZnP - 1,25 uM; Luz 1 (3,4 J/cm?); Luz 2 (2,4 J/lcm?); TFD 1 - ZnP 0,62 uM + Luz 1; TFD 2 - ZnP
0,62 uM +Luz2; TFD3-ZnP 1,25 uM + Luz 1; TFD 4 - ZnP 1,25 uM + Luz 2.
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Esta diminuigdo na MIF da Rh 123 (Figura 3) sugere um aumento na permeabilidade
aos protons atraves da membrana mitocondrial interna, o que acarreta na diminuicdo parcial
ou completa da sintese de ATP e, consequentemente, morte do parasito. Este fato torna-se
mais crucial para organismos como 0s do género Leishmania, que apresentam uma unica
mitocondria, portanto, ndo tém possibilidade de compensar mitocondrias danificadas como
ocorre nos organismos eucariotos. Desta maneira, a sobrevivéncia do parasito necessita do
correto desempenho desta organela [35].

Andrade et al. [15] também observaram uma discreta hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial nas amostras tratadas apenas com luz. Por outro lado, nas amostras tratadas
fotodinamicamente com a ZnP etil, diferentemente da ZnP hexil, foi observado um aumento
no IV. No estudo foi atribuido que este aumento estaria associado a uma tentativa final das
células de impedir a morte, ja que a despolarizacdo mitocondrial é precedida por uma
hiperpolarizacéo transitoria [36], no entanto, mais estudos seriam necessarios para elucidar
essa questao.

A intensa despolarizacdo observada para a ZnP hexil, quando comparada a ZnP etil,
pode estar relacionada a sua maior biodisponibilidade intracelular. Estudos como o de
Bacellar et al. [37], por exemplo, provaram uma maior eficiéncia para FSs anfifilicos em
sistemas miméticos de membrana. Uma vez que a acdo das EROs se limita ao seu local de
acumulacdo, o FS precisa estar muito préximo para ocorrer a oxidacdo de biomoléculas, como
os lipidios da membrana [38].

Além disso, Benov, Craik e Batinic-Haberle [19] relataram que, de acordo com
estudos realizados com células de mamiferos, a ZnP etil tende a se acumular
preferencialmente nos lisossomos e/ou apresenta-se distribuida de forma difusa no citoplasma.
Ja a ZnP hexil, devido a sua maior lipofilicidade, é retida pelas células, utilizando-se uma
concentracdo bem menor. Estudos também apontam que a ZnP hexil tem uma alta afinidade
pela mitocdndria, reticulo endoplasmatico e membrana plasmatica em células de mamiferos
[17,32]. Assim, esses pontos podem ajudar a justificar as diferengas encontradas no AYM
para a ZnP hexil e a ZnP etil nas formas promastigotas de Leishmania.

Os dados obtidos nas analises de IP, potencial mitocondrial e contagem por azul de
tripan para L. braziliensis seguiriam o mesmo perfil apresentado para L. amazonensis e

encontram-se no Material Suplementar (Figuras S1, S2 e S3).

3.2 - Marcacao Celular das Formas Promastigotas com a ZnP Hexil
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Na Figura 4, observa-se a fluorescéncia da ZnP hexil apds interagdo com formas
promastigotas de L. amazonensis. Os resultados revelaram uma intensa marcagéo da ZnP
hexil, predominantemente acumulada em forma de agregados distribuidos ao longo do
citoplasma do parasito, demonstrando uma ampla absorcdo do FS pelos parasitos. Os
resultados de A¥M sugerem que essa fluorescéncia poderia corresponder ao acimulo da ZnP
hexil ao longo da mitocéndria ou em regifes proximas a ela.

Os ensaios indicaram que ndo houve diferenca no perfil de marcagdo apds 5 ou 15 min
de incubacdo, indicando também que o tempo adotado para incubacdo nos ensaios
fotodindmicos j& era suficiente para marcar eficientemente as células. Ndo foi observada
fluorescéncia proveniente dos flagelos.

A captacdo do FS e sua localizacdo celular sdo informacgfes relevantes para uma
aplicacdo bem sucedida da TFD. Diferentes estudos vém utilizando a microscopia de
fluorescéncia para analisar a captacdo de FSs por promastigotas do género Leishmania [23,
24, 26, 42]. Padrdes distintos dos observados aqui para a ZnP hexil foram reportados. Ensaios
com clorina €6 e AM indicaram acumulacdo do FS no citoplasma [23, 24]. J& em andlises
com curcumina, o ndcleo apresentou marcacao mais intensa [25]. Essas caracterizacdes
citadas anteriormente foram realizadas com 1 h de incubag&o. No presente estudo, 5 min de
incubacdo com a ZnP hexil ja foi suficiente para visualizar o padrdo em forma de agregados

de marcacéo.
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Figura 4 - Imagem de microscopia de fluorescéncia confocal de promastigotas de L. amazonensis. A - Marcacdo
pela ZnP hexil (5uM) da L. amazonensis ap6s incubagdo por 15 min (em vermelho). B - Os parametros foram
acentuados para relevar a autofluorescéncia da célula em cinza. Observa-se um padrdo predominantemente em

forma de agregados (setas) pela ZnP hexil ao longo do citoplasma do parasita. Barra de escala: 10 pum.

3.3 - Anélise Morfoldgica das Formas promastigotas

A observacdo morfoldgica através de MEV demonstrou que as formas promastigotas
de L. amazonensis do grupo controle (ndo tratadas) e do grupo Luz 1 mantiveram suas
caracteristicas morfoldgicas, tais como: corpo alongado e fusiforme, membrana e flagelo bem
conservados (Figuras 5A e 5B). As células tratadas apenas com a ZnP hexil 1,25 uM (Figura
5C) também n&o apresentaram alteragdes consideraveis em sua morfologia.

No entanto, os parasitas submetidos ao tratamento fotodindmico apresentaram
alteracbes como diminui¢cdo do comprimento do corpo celular e membrana plasméatica com
aspecto rugoso, o que pode indicar desequilibrio osmético e alteracbes de permeabilidade
corroborando com os resultados da marcacao do IP e do azul de tripan. Além disso, as celulas
tambeém apresentaram alteracGes morfoldgicas no flagelo, como destacamento da membrana
flagelar (seta vermelha) e ruptura do mesmo (seta branca) (Figuras 5D e 5E). Esta

modificagdo no corpo celular pode tambeém indicar perda da integridade do citoesqueleto [39].
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Figura 5 - Efeito fotodinamico sobre a morfologia de promastigotas de L. amazonensis observado através da
microscopia eletronica de varredura. Legenda: A - Controle (sem tratamento); B - Luz 1 (3,4 J/cm?); C - ZnP
hexil 1,25 pM; D - ZnP 1,25 uM + Luz 1 (TFD 1); E - ZnP 0,62 uM + Luz 1 (TFD 3). Seta branca indica ruptura

do flagelo celular e seta vermelha um destacamento da membrana flagelar. Barra de escala 5 pm.

Alteracdes na membrana celular do parasito podem ser explicadas pelo fato das EROs
formadas promoverem reacfes oxidativas na membrana plasmatica, acometendo proteinas e
lipidios. A presenca de lipidios insaturados oxidados, por exemplo, pode afetar as
propriedades biofisicas da membrana, como sua permeabilidade e organizagdo [40].
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Akilov et al. [41], assim como outros autores [23, 24], utilizando diferentes classes de
FSs, também observaram por microscopia Optica modificacfes semelhantes as relatadas no
presente estudo em formas promastigotas de Leishmania. Os autores também relataram
transicbes do perfil alongado e fusiforme do parasita para uma forma arredondada.
Caracterizacdes por MEV, apds o tratamento fotodindmico utilizando a ZnP etil, também
indicaram modificacGes morfoldgicas semelhantes a desse estudo em formas promastigotas de
L. braziliensis [15].

3.4 - Citotoxicidade em Células de Mamiferos

Optou-se por conduzir os testes para avaliar o efeito fotodinamico sobre os
macrofagos nas condi¢es de maior exposicdo irradiante (TFD 1 e TFD 3). Como mostrado
na Figura 6, observa-se que no grupo tratado apenas com a ZnP 1,25 uM no escuro, nao
houve alteracBes considerdveis na viabilidade dos macrofagos. Os resultados mostraram
também que as células irradiadas somente pela luz (Luz 1) sofreram um aumento da
viabilidade celular de cerca de 35%. Ja é conhecido que a irradiacdo pela luz azul pode
exercer efeitos regulatorios na proliferacdo e diferenciacdo de certos tipos de células de
mamiferos [43, 44].

Vale ainda ressaltar que, apesar das culturas primarias serem em geral mais sensiveis
guando comparadas aos macrofagos de linhagem [45], as amostras fotodinamicamente
tratadas pela ZnP hexil 0,62 ¢ 1,25 uM apresentaram Viabilidade superior a 80%. Nao foram
observadas diferencgas estatisticamente significativas entre o tratamento fotodindmico com

ZnP hexil nas concentracdes de 0,62 e 1,25 uM.
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Figura 6 - Viabilidade celular de macréfagos medulares, avaliada imediatamente ap0s tratamento fotodinamico
associado & ZnP hexil. Legenda: ZnP - 1,25 uM; Luz 1 - 3,4 Jlcm®, TFD 1 - ZnP 0,62 uM + Luz 1; TFD 3 -
ZnP 1,25 uM + Luz 1. Observaces: grupos estatisticamente significantes (p <0,05) quando comparados ao

controle (**) e ao tratamento s6 com luz (*).
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Andrade et al. [15] utilizando a ZnP etil na concentracdo de 10 UM e dose de 90 J/cm?,
observaram um decréscimo de ca. 50% em macrofagos de camundongos BALB/c
provenientes de cultura primaria. Bristow et al. [46] utilizaram quatro tipos de porfirinas
catidnicas, duas contendo grupos fosfénios e duas modificadas com grupos contendo
nitrogénio, ambas associadas a TFD (80 J/cm?) sobre a L. major. A maioria dos FSs foi eficaz
contra o parasito, porém trés deles nas concentragfes de 3,95, 3,76 e 0,91 uM, foram capazes
de diminuir a viabilidade de macrofagos humanos U937 em 50%. Outros FSs, como, por
exemplo, os derivados do corante rosa bengala, apresentaram alta atividade leishmanicida,
porém, também apresentaram toxicidade sobre macrofagos de camundongo J774, mesmo no
escuro [47]. Dessa forma, os resultados de citotoxicidade obtidos no presente trabalho foram
promissores.

A citotoxicidade frente a células de mamiferos é um fator relevante visando futuras
aplicacBes in vivo. As celulas de mamiferos, como os macrdfagos, apresentam defesas
antioxidantes mais eficazes em relagdo ao tratamento fotodindmico quando comparadas aos
parasitas do género Leishmania, pois apresentam a atividade da catalase e a glutationa
peroxidase, que estdo ausentes nos parasitas do género Leishmania. Isto torna essas células
mais resistentes e 0s parasitas mais susceptiveis a producdo de EROs [48].

Vale ainda salientar que a aplicacdo localizada proporcionada pela TFD associada a
utilizacdo de menores concentracfes de FS — uma vez que a quantidade do FS acumulado na
célula é um fator limitante para a fotocitotoxicidade [34] — e ao uso de menores exposicdes

irradiantes [49] é relevante para a seletividade do fotodano desejado.

3.5 - Efeito Fotodindmico nas Formas Amastigotas

A infeccdo dos macrofagos resultou em um ndmero médio de 6,5 amastigotas por
macrofago, com uma taxa de infeccdo de cerca de 90%. A Figura 7 ilustra o efeito
fotodinamico associado a ZnP hexil nos macréfagos infectados com L. amazonensis. N&o
houve diferencgas significativas entre os grupos controle, ZnP e Luz 1. Porém, nos grupos
tratados fotodinamicamente, houve um decréscimo de aproximadamente 50% no nimero de
amastigotas quando utilizada ZnP a 0,62 uM e proximo de 60% para ZnP a 1,25 uM. A
Figura 8 ilustra a reducdo do nimero de amastigotas nos macréfagos infectados apos o
tratamento fotodindmico com a ZnP hexil (Figura 8B) em comparacdo aos ndo tratados
(Figura 8A).
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Figura 7 - Porcentagem total de amastigotas de L. amazonensis por macrofagos imediatamente ap6s o
tratamento fotodindmico associado a ZnP hexil. Legenda: Luz 1 - 3,4 Jiem? TFD 1 - ZnP 0,62 uM + Luz 1;
TFD 3 - ZnP 1,25 uM + Luz 1. Observacges: grupos estatisticamente significantes (p <0,05) quando comparados
ao controle (*).
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Figura 8 - Imagens de microscopia dptica de macréfagos corados por coloragdo pandtica. A - Macrofagos

infectados ndo tratados. B - Macrofagos infectados, apds o tratamento fotodindmico (TFD 1 - ZnP 0,62 uM +

Luz 1). Barra de escala: 10 um. Setas vermelhas indicam formas amastigotas.

O estudo realizado com a ZnP etil [15] mostrou uma reducdo de 40% do nimero de
amastigotas utilizando uma maior concentragéo (10 uM). Dessa forma, os resultados obtidos
no atual estudo sugerem uma eficiéncia superior da ZnP hexil como FS, apesar do tempo de
incubacdo com a celula, exposicéo irradiante e concentracdes menores quando comparados
com a literatura [23, 25, 50], obteve-se resultados tdo promissores quanto ou superiores.

Outro estudo [51] utilizando o acido 8-aminolevulinico (ALA) ndo mostrou efeitos
leishmanicidas em amastigotas de L. major in vitro, porém, apresentou reducdo da carga
parasitéria in vivo, concluindo que possivelmente esse efeito antiparasitario do ALA se da

indiretamente atraves da morte das células hospedeiras [51, 52]. Assim, novos FSs tém sido
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desenvolvidos na busca de compostos mais eficientes, que possam dar respostas mais rapidas,
seletivas e efetivas in vivo, e a ZnTnHex-2-PyP** se mostrou um forte candidato a ser

utilizado para esta finalidade.

4 - CONCLUSAO

O tratamento fotodinamico mediado pela ZnTnHex-2-PyP** apresentou eficiéncia nas
condi¢cdes analisadas, mesmo utilizando uma baixa concentracdo de FS, se mostrando
promissor e estimulando a realizagdo de ensaios in vivo voltados para a LC. Estes resultados
também encorajam mais estudos relacionados a compreensdo da acdo e efeitos associados a

inativacdo fotodindmica microbiana, mediada por porfirinas de Zn(ll).
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Figura S1 - Sobrevivéncia de promastigotas de L. braziliensis determinada pela contagem celular por azul de
tripan, imediatamente ap0s a exposicdo ao efeito fotodindmico associado a ZnP. Legenda: Luz 1 - Exposi¢do
irradiante de ca. 3,4 Jlcm?; Luz 2 - Exposicdo irradiante de ca. 2,4 Jiem? ZnP - ZnP 1,25 uM; TFD 3 - ZnP
1,25 uM + Luz 1; TFD 4 - ZnP 1,25 uM + Luz 2. *Grupos estatisticamente significantes (p <0,05) quando

comparados ao controle.
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Figura S2 - Histogramas para promastigotas de L. braziliensis ap6s tratamento fotodinamico associado a ZnP
hexil, indicando marcagdo com IP. M1 - células ndo marcadas; M2 - células marcadas IP positivas. Legenda: A
- IP (controle negativo — sem tratamento); B - H,0, (controle positivo); C - ZnP 1,25 uM; D - Luz 1 (3,4 J/cm?);
E - ZnP 0,625 uM + Luz 1 (TFD 1); F - ZnP 1,25 uM + Luz 1 (TFD 3).
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Figura S3 - Avaliacdo por citometria de fluxo de alteracdes no potencial mitocondrial em promastigotas de L.
braziliensis, submetidas ao efeito fotodindmico associado a ZnP hexil. Legenda: A - MIF da Rh 123; B - indice
de variagdo. ZnP - 1,25 uM; Luz 1 - 3,4 Jlem* TFD 1 - ZnP 0,62 uM + Luz 1; TFD 3 - ZnP 1,25 uM + Luz 1.
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6 - CONCLUSAO

«O tratamento fotodinamico associado & porfirina ZnTnHex-2-PyP*" resultou em uma
drastica reducdo na viabilidade das formas promastigotas da L. amazonensis e L.
braziliensis;

¢ Os ensaios com o IP e com o azul de tripan revelaram perda da integridade da membrana
plasmética causada pelo tratamento fotodindmico, culminando na morte dos parasitos;

¢ O tratamento fotodindmico também afetou a fisiologia da mitocondria, diminuindo seu
potencial de membrana;

e De acordo com a microscopia eletrénica de varredura, apds o tratamento fotodinamico as
células perderam seu formato fusiforme e apresentaram uma diminuicdo no comprimento do
corpo celular e membrana plasmatica com aspecto rugoso, correlacionando-se com 0s
resultados de IP e com azul de tripan;

e Tanto a reducdo acentuada no nimero de amastigotas, quanto a auséncia de citotoxicidade
frente a células de mamiferos, apds o tratamento fotodinamico, indicam o potencial para esta
ZnP ser aplicada in vivo;

e Por fim, este estudo demonstra que o tratamento fotodindmico mediado pela ZnTnHex-2-

PyP*" pode ser promissor no tratamento da LC.
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7 - PERSPECTIVAS

As perspectivas para esse trabalho incluem aprimorar as condigGes de tratamento das
formas amastigotas, tais como aumentar o tempo de incubacdo com a ZnP, além de testar
outras condicdes de avaliacdo do efeito, como por exemplo, um intervalo de tempo maior
entre a aplicacdo e fixacdo das amostras. Ainda, planeja-se avaliar o tratamento fotodinamico

mediado pela ZnTnHex-2-PyP*" in vivo.
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preceitos da Lei n? 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2? 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
éditadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/IPEN) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-
CNEN/SP), em 27/04/2017.

Finalidade:

Pesquisa Cientifica ou Ensino e el S

Vigéncia da autorizagio Junho/2017 a Junho/2021

Camundongoé isogénicos Balb/C

Espécie/linhagem/raca (Mg museails)

N2 de animais 85

Peso/Idade ' Balb/C: 85F - ~30 g - 8 semanas
Sexo Fémeas

Origem Biotério do IPEN-CNEN/SP

Sdo Paulo, 2 de maio de 2017.

Vice-céordenador CEUA-IPEN

IPEN-CNEN/SP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO IPEN
Av. Prof. Lineu Prestes, 2242 - Cidade Universitaria - CEP: 05508-000 - S3o Paulo - SP
Telefones: (011) 3133-9696 — Fax (011) 3133-9709
E-mail: ceuaipen@ipen.br



