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RESUMO

Considerando os desafios clinicos e técnicos no tratamento da Leishmaniose
Cutanea, o objetivo do presente estudo, foi avaliar in vivo, a eficacia da terapia
fotodindmica usando como fotossensibilizador a ftalocianina cloro aluminio no
tratamento tépico da leishmaniose cutanea experimental. Vinte e quatro
camundongos C57BL/6 foram infectados com promastigotas metaciclicas de
Leishmania (L.) amazonensis na concentracéo de 3x10° e divididos em 4 grupos: um
tratado com terapia fotodinamica (TFD) usando o fotossensibilizador ftalocianina
cloro aluminio sob apresentacdo de gel e na concentragdo e 20ug/mg (aplicagéo
por 15 minutos de laser no comprimento de onda 640-710nm, 150 J/cm? em 10
doses em sessfes diariamente), um grupo infectado e tratado com antimoniato
pentavalente (Sb¥), um grupo controle infectado sem tratamento e um grupo sem
infeccdo e sem tratamento. Avaliacdo: realizada pela medicdo da pata e exames
parasitologicos (cultura em meio NNN-Novy McNeal-Nicolle e esfregacos) e cultura
de Leishmanias em diluicdo limitante seguido de anélise pelo método colorimétrico
MTT  (método colorimétrico Methil Thiazolyl Blue) utilizando-se o programa
estatistico ELIDA®. Usou-se o programa SPSS versdo 17.0, teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, ANOVA seguida pelo teste de Tukey para analise estatistica.
Resultados: no grupo da terapia fotodinamicas a média dos diametros das patas dos
camundongos cairam de 0,25mm para 0,20mm. No grupo Sb"' subiram de 0,25 mm
para 0,30 mm, no controle infectado ndo tratado cresceram de 0,25mm para
0,30mm (p<0,05). Na avaliagdo da viabilidade das Leishmanias, pelo MTT, foi
possivel observar que no grupo que utilizou a droga Sb", a reducéo desta viabilidade
foi certa de 50% em relacdo ao grupo de INT, e que em relagdo ao tratamento, com
ftalocianina cloro aluminio associada com a terapia fotodinAmica com laser, a média
da viabilidade foi de cerca de 80% em relacdo ao grupo INT (p<0,05). Conclui-se
gue a terapia se mostrou eficaz com esta concentracdo, no tratamento de

leishmaniose cutanea experimental.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose cutanea, Terapia fotodinamica, ftalocianina

cloro aluminio.



Vi

ABSTRACT

Considering technical and clinical challenges in the treatment of cutaneous
leishmaniasis, the aim of this study was to evaluate the in vivo efficacy of
photodynamic therapy using aluminum phthalocyanine chloride as a photosensitizer
in topical treatment of experimental cutaneous leishmaniasis. Twenty-four C57BL/6
mice were infected with Leishmania (L.) amazonensis metacyclic promastigotes at a
concentration of 3x106 and were divided into four groups: one treated with
photodynamic therapy (PDT) using aluminum phthalocyanine chloride gel at a
concentration of 20pug/mg (10 daily sessions of laser application for 15 minutes at a
wavelength of 640-710nm, 150 J/cm2), a group infected and treated with pentavalent
antimony (Sbv), an infected control group without treatment and a group not infected
and untreated. Evaluation: The primary outcome evaluation was performed by paw
measures, parasitological exams (culture in NNN medium Novy-McNeal-Nicolle and
smears) and culture of Leishmania in limiting dilution analysis followed by MTT-
colorimetric-method (colorimetric method Methil Thiazolyl Blue) using the Statistical
program (ELIDA ®). For statystical analysis, we used the SPSS version 17.0
package and the tools: Shapiro-Wilk normality test and ANOVA followed by Tukey
test. Results: In the photodynamic therapy group, the mean diameter of the paws fell
from 0.25 mm to 0.20 mm. In the Shv group it increased from 0.25 mm to 0.30 mm.
In infected and untreated controls it increased from 0.25 mm to 0.30 mm (p <0.05). In
assessing the viability of Leishmania by the MTT test, it was observed that in the
group that received Sbv, the reduction of viability was of 50% when compared to the
INT group, and when compared to treatment with aluminum chloride phthalocyanine
PDT associated with the laser, the average viability was of 80% when compared to
the INT group (p <0.05). We may conclude that the therapy was effective at this

concentration in the treatment of experimental cutaneous leishmaniasis.

KEYWORD: Cutaneous Leishmaniasis, , photodynamic therapy, treatment.
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1- INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

As leishmanioses sao doencas infecto-parasitarias que acometem o homem,
causadas por varias espécies de protozoarios do género Leishmania. A
leishmaniose cutanea (LC) é uma doenca negligenciada, em paises com areas
tropicais, que acomete geralmente populagdes rurais e de baixa renda, as quais nédo
podem arcar com medicamentos de alto custo. Considerada de importancia para a
saude publica de acordo com a Organizacao Mundial de Saiude com registro de 1 a
1,15 milhdo de casos, assim a mesma permanece endémica em 88 paises

distribuidos em quatro continentes (WHO, 2010).

1.2 Agente etiologico

Os agentes etiologicos da Leishmaniose sdo tripanosomideos do género
Leishmania. No Brasil seis espécies ja foram identificadas como causadoras da LC
em humanos, sendo as principais Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Leishmania) mexicana, Leishmania (Viannia) guyanensis. A primeira € encontrada
em todas as zonas endémicas, do Norte até o Sul do Brasil, tanto nas areas de
colonizagbes antigas quanto na de colonizagbes recentes, estando geralmente

associada a presenca de animais domeésticos (Gontijo, 2003; Silveira, 2009) (Quadro 1).



Quadro 1 Espécies de Leishmania do subgénero Leishmania e Viannia

SUBGENERO Leishmania SUBGENERO Viannia
01 | L. (Leishmania) donovani*** 01 | L. (Viannia)braziliensis*
02 | L. (L.) infantum *** 02 | L. (V.)guyanensis*
03 | L. (L.) chagasi *** 03 | L. (V.)panamemsis
04 | L. (L.) archibaldi 04 | L. (V.)peruaviana
05 | L. (L.) tropica** 05 | L. (V.)lainsoni*
06 | L. (L.) aethiopica** 06 | L. (V.)naiffi*
07 | L. (L.) major** 07 | L. (V.)shawi*
08 | L. (L.) gerhili 08 | L. (V.)colombiensis*
09 | L.(L.) mexicana 09 | L. (V.)lindemberg
10 | L. (L.) amazonensis
11 | L. (L.) venezuelensis
12 | L. (L.) enriettii
13 | L. (L.) aristidesi
14 | L. (L.) pifanoi

(LAINSON & SHAW, 1987)(*)Determinantes da Leishmania no Brasil; (**)Determinantes da

Leishmania no Velho Mundo (Europa); (***) Determinantes da Leishmania Vianna.

1.3 Parasito
Apresentam uma forma flagelada denominada de promastigota (Figura 01).
Esta se encontra no meio extracelular na luz do trato digestivo no intestino médio de

hospedeiros invertebrados.

Sao transmitidos por dipteros da subfamilia Phlebotominae (género
Phlebotomus no Velho mundo e Lutzomya no Novo Mundo) e que durante o repasto
sanguineo, depositam o parasito no hospedeiro humano. A forma promastigota
metaciclica é infectante para os hospedeiros vertebrados (Ross, 1903).

A forma amastigota (Figura 02) presente em hospedeiros vertebrados
inclusive o homem, é esférica com diametro variando de 2,5 a 5um, as quais
localizam-se em vacuolos no interior dos macréfagos do hospedeiro, onde se
multiplicam por divisdes binarias (Herwaldt, 1999). Diferenciam-se morfologicamente
e bioquimicamente das promastigotas, por ndo mais possuirem nesta etapa o flagelo
(Kilick-Kendrick 1979, 1990, 1991; Walters,1993).



Figura 01 Formas promastigotas de Leishmanias
(Fonte:http://www.vet.uga.edu/vpp/archives/NSEP/Brazil2002/leishmania/Port/Leish03.htm; Acesso: 11/04/2012)

. e 7 J L% SE
. < \ St SO
f«’.’;-‘ G s N - s

Figura 02 Formas amastigotas de Leishmanias

(Fonte:http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm; Acesso: 11/04/2012)

1.4 Ciclo de vida da Leishmania

Os macréfagos sdo as células responsaveis pela imunidade, no qual
fagocitam os microrganismos com a liberagdo de interleucinas no processo
inflamatorio estas sédo alvos das Leishmanias o que compromete esta funcao
(Ota,2008). No caso da leshmaniose, o patégeno resiste a atividade fagocitica por

reverter a maquinaria de ataque (Balland, 1996).

O ciclo de vida do protozoério inclui a fase extracelular, dentro do trato
digestivo do invertebrado, e outra intracelular, dentro de macréfagos dos mamiferos
(Ramos, 2011). As formas de Leishmanias infectantes que s&o transmitidas para o

hospedeiro sdo chamadas metaciclicas e as nao infecciosas sdo as prociclicas


http://www.vet.uga.edu/vpp/archives/NSEP/Brazil2002/leishmania/Port/Leish03.htm
http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm

(Silveira,2009; Sacks, 2002). No entanto, ambas sao encontradas em culturas de
células livres, no qual as prociclicas se proliferam e se diferenciam em metaciclicas,
sendo estas mais abundantes na fase estacionaria da cultura. Neste processo, uma
variedade de genes apresenta diferentes expressfes padrées, algumas das quais,

codificam fatores virulentos (Ramos, 2011).

As Leishmanias sao transferidas para 0 hospedeiro no estado de
promastigota (alongada com um flagelo externo), no qual sdo fagocitadas por
diferentes células fagociticas do hospedeiro. Dentro das células do fagocito
mononuclear, as promastigotas se diferenciam para amastigotas (forma
arredondada sem o flagelo) (Figura 03). Em seguida, se proliferam, estabilizando a
infeccéo (Goto, 2006).
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Figura 03 Ciclo de vida do parasito do género Leishmania

(Fonte:http://commons.wikimedia.org/wiki/File:leishmanasis_life_cyclo_diagram_en.svg ; acesso: 11/04/2013)

1.5 Transmissao

Se realiza por meio das fémeas infectadas dos dipteros da subfamilia
Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia (no Novo Mundo) e

Phlebotomus(no Velho Mundo) (Figura 04). O mosquito, conhecido popularmente



como mosquito palha, berigui ou cangalha, parece voar centenas de metros, em
geral com vOo saltitante e pica partes do corpo ndo cobertas por roupas ou lencol.

Sua picada costuma ser dolorosa.

Figura 04 Mosquito do género: Lutzomyia
(Fonte:htt:/:/www.gnint.sbq.org.br; Acesso: 20/12/2012)

Outro elemento constituinte no ciclo da doenca s&o 0s pequenos animais
silvestres, como macacos, tatus e preguicas, reservatorios ja conhecidos do

parasito.

1.6 Formas clinicas

No ambito da LC, as espécies de Leishmanias do Velho Mundo, como
Leishmania. donovani e Leishmania. major, geralmente causam lesdes cutaneas
benignas e autolimitantes. As espécies americanas levam a um grande espectro de
manifestacbes, que vado desde as benignas até as severas com acometimento
mucoso. ApOs a picada do flebotominio, o aparecimento da lesdo cutanea pode
variar de 10 dias a trés meses. Inicialmente ela se apresenta com aspecto de papula
eritematosa no local da porta de entrada que pode involuir. As apresentacdes
clinicas que se seguem constituem-se de Ulceras cutdneas multiplas ou Unicas.
LesBes cutaneas difusas e lesGes mucosas, dependendo do agente parasitologico e
da suceptibilidade do hospedeiro. Em infestacfes pela Leishmania braziliensis, ndo
raro ocorre linfoadenopatia regional que precede o surgimento da Ulcera em uma a
doze semanas. As Ulceras sdo arredondadas, rasas e tém o assoalho de aspecto

granuloso e as bordas elevadas e endurecidas.



A LC manifesta-se apenas por lesdes cutadneas ndo tratadas, tratadas
inadequadamente ou nas quais o tratamento se mostrou sem resultados. Pode
causar lesbes de mucosa disseminada, especialmente nasofaringeas. Entre as
formas de manifestagdo da LC menos comuns encontram-se a leishmaniose
cutanea difusa (LCD), situada no pélo anérgico, e as formas resistentes
denominadas de leishmaniose cutanea mucosa (LCM) e a leishmaniose cutanea
localizada (LCL) (Figura 05).

Figura 05 Leishmaniose cutanea

(Fonte:www.infoescola.com/doencas/leishmaniose; Acesso: dia 13/02/2012)

1.7 Epidemiologia

A partir da década de 1980, verificou-se o aumento no numero de casos
registrados, variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). Ocorreu o aumento do
namero de casos, a partir do ano de 1985, com as implantac6es das acdes de

vigilancia e controle da LC no pais (WHO, 2010).

1.8 Diagnaostico

LC abrange aspectos clinicos-epidemioldgicos dentro dos quais estdo o
histopatoldgico, o raspado e a cultura. E importante, no caso da LCD, fazer
diagnostico diferencial com a hanseniase virchowiana, caso as lesfes se mostrem

resistentes ao tratamento. Lesdes traumaticas, neoplasicas, turbeculosas, sifilis e



paracoccidioidomicose estdo entre os exemplos de diagndsticos diferenciais tanto
das formas cutanea quanto das formas mucosas (Gontijo, 2003). O diagnéstico
parasitologico é feito através de escarificacdo, aspiracdo ou bidpsia da borda da
Ulcera, nas quais busca-se por meio de imprint corado com Giemsa a confirmagéo
da presenca de amastigotas. A sensibilidade intradérmica, chamada de Reacao de
Montenegro, € uma técnica imunolégica (Smgh, 2003). Na hipersensibilidade tardia
a imunofluorescéncia indireta (IFI) tem uma das maiores sensibilidades entre os
testes disponiveis, com valores de 71% na forma cutanea e 100% na forma mucosa,
sendo negativa na LCD (Gontijo, 2003). E capaz de indicar a presenca de anticorpos
em estagios precoces da infeccdo. O método de - Enzyme Linked Immunossorbent
Assay (ELISA) tem menor sensibilidade em comparagédo com a IFl. Além disso, na
Leishmaniose tegumentar americana (LTA) os niveis de anticorpos circulantes séo
baixos. A Polymerase Chain Reaction (PCR) tem sensibilidade e especificidade
altas, mas ainda no é acessivel no Sistema Unico de Satde (SUS), principalmente
em condi¢cdes de campo. Suas vantagens sdo: a rapidez e a identificacdo especifica

do agente parasitario, 0 que permite um tratamento orientado.

1.9 Tratamento

Em 1912, o médico Gaspar Vianna iniciou a terapia com tartaro emeérito,
antimoniato trivalente (Sblll) (Vianna, 1912). A terapia de primeira escolha desde
1930 até os dias atuais é o antimoniato pentavalente (SbV) na dose de 40mg
Sbv/Kg/dia (Sampaio, 1997), para a terapia de leishmaniose cutanea com menor
toxicidade (Murray, 2000; Sundar, 2001; Soto, 2005), sendo a base de 60% a 90%
dos casos, apresentando-se como a melhor opcao terapéutica disponivel (Bergman,
1986; Herwardt, 1999; Name, 2005). No caso de resisténcia ao tratamento ou de
impossibilidade da utilizacdo dos compostos preconizados, a pentamidina € a droga
de segunda escolha, considerada eficiente no tratamento das lesdes de mucosas

ante o antimoniato (Gontijo, 2003).

Para ambas as drogas, a administracdo € sistémica e 0s esquemas
terapéuticos variam entre as formas mucosa e cutanea, e como toda droga,

provocam no paciente efeitos colaterais: anorexia, mialgia, artralgia,



cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade sendo proibido a administragao

a gestantes.

Séo drogas que apresentam limitacdes: alto custo, baixa aderéncia do
paciente ao tratamento e a necessidade de administracdo em ambito hospitalar.
Neste contexto, se faz necessario o desenvolvimento de terapias alternativas (Silva,
2011), e técnicas inovadoras vém surgindo como potencial para tratamento da
leishmaniose, dentre elas a nanotecnologia farmacéutica, associadas a prevencao e
diagndsticos sofisticados. O emprego das nanoparticulas em testes, tém obtido bons
resultados, em farmacos anti-neoplasicos (Suri, 2007). A nanopatrticula, diminui a
toxicidade e a resisténcia relatadas com o uso de drogas de primeira e segunda
escolha (Pimentel, 2007; Date, 2010).

1.9.1 Terapia fotodinamica

E um método terapéutico, que tem sido uma proposta como alternativa no
tratamento de LC, ja conhecida da dermatologia no emprego do tratamento de
lesbes neoplasicas do tipo ndo melanocitica e lesdes cutaneas, acne e
rejuvescimento, sendo a terapia fotodinamica (TFD) estudada e avaliada quanto a
sua eficicia e toxicidade na LC, que segundo alguns autores, estd na lista de

doencas para o tratamento com a utilizagdo da TFD (Zhang, 2006).

A TFD utiliza um fotossensibilizador (FS), que no presente trabalho é a
ftalocianina cloro aluminio (AlIPcCI) de uso exdgeno no tecido lesado (in vivo), que

foi exposto a luz, resultando na ocorréncia de reacdes organicas que originam
radicais livres, capazes de danificar componentes da célula-alvo (Escobar, 2006).

1.9.2 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FSs) sao os elementos principais na execugao da
TFD. Estas estruturas realizam a transferéncia de energia luminosa para gerar
reacfes que culminam com a formacdo de uma série de espécies quimicas
altamente reativas, que por sua vez promovem a destruicdo das células-alvo.
Diversos FSs tém sido desenvolvidos e testados clinicamente para serem utilizados
na TFD. Tém-se uma ordem cronolégica de classificacdo que envolve o

desenvolvimento desses farmacos, nessa l6gica, podemos citar os farmacos de



primeira, segunda e de terceira geracado, esta Ultima associando, FSs e imunoterapia
e radiofototerapia (Dougherty, 1992).

Alguns autores (Allison, 2004) dispdem os FSs de acordo com semelhancas
quimicas entre farmacos, classificando-os em familias de FSs, assim, estes seguem

a seguinte classificacao: familia da porfirinas, das cloridrinas e ftalocianinas.
1.9.3 Fatlocianinas

As ftalocianionas (Pcs) sdo substancias analogas da porfirina, que séo
utiizadas em doencas cutanea como carcinoma basocelular, psoriase e ceratose
actinica, frequentemente apresensentando resultados positivos de cura e reducédo
da lesdao (Fabris, 2006). Apesar disso, o uso de Pcs na TFD tem sido pouco
explorado em detalhes e, ap0s extensa pesquisa na literatura, ainda néao foi utilizado
em modelos biolégicos portadores de LTA. Resultados anteriores sugerem que as
porfirinas sdo moléculas efetivas no tratamento da leishmaniose por terapia
fotodinamica (Gardlo, 2003; Guaffarifar, 2006). Em modelos murinos e in vitro as Pcs

demonstraram baixa ou nenhuma toxicidade (Stojiljkovic, 2001; Kayser, 2003;).

O principio basico da TFD é a geracdo de agentes citotoxicos atraves da
interacdo dinamica entre um farmaco fotossensibilizador excitado por luz em
comprimento de onda especifico. A absorcdo de fotons pelos FSs gera a ativacao
destes farmacos, levando estas moléculas a situacbes de grande instabilidade
guimica, com a mudanca de padrédo de organizacdo eletrdnica normal. A tendéncia
natural de toda molécula com algum grau de excitacao eletrénica é o retorno ao seu
estado fundamental, pois este estado é energeticamente o mais favoravel a qualquer
molécula. O retorno da molécula a estabilidade é realizado pela emissao de energia
na mesma intensidade da energia de absor¢do do fétons pelo farmaco
fotossensibilizador. A absorcdo de fotons emitidos por irradiacdo pelo laser, pode
levar a transformacdo do farmaco fotossensibilizador de seu estado fundamental a
um estado excitado chamado de singlet. A partir desta transformacéo inicial, o FS
pode retornar ao seu estado fundamental liberando a energia de excitacdo em forma
de fluorescéncia ou calor, ou passar para outro estado de excitagdo menos instavel

denominado triplet (Figura 06)(Lukisiene, 2003).
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Figura 06 Rota de formacao das espécies reativas de oxigénio. Diagrama de Jablonski simplificado

fonte: www.infinito-e-diverso/diagrama-de-jablonski.html Acesso: 19/03/2013

As propriedades fotofisicas desses compostos estdo diretamente
relacionados ao ion metal central, que deve ser escolhido de acordo com a
aplicacdo de TFD. As ftalocianinas séo fortes candidatas a utilizacdo em TFD pela
eficiente incorporacao nas células alvo, por exibir altas taxas de geracéo de tripletos
e induzem a uma Otima penetracdo tecidual da luz, devido aos seus altos
coeficientes de absorcdo na faixa de 650 a 680 nm (Nunes, 2004; Sguilla, 2004;
Tedesco, 2004, Escobar, 2006;).

De acordo com literatura, as ftalocianinas encontradas foram a Zinco
ftalocianina (ZnPc), Aluminio ftalocianina tetrasulfonada (AlIPcS4) e Cloro aluminio
ftalocianina (AIPcCl), utilizadas para avaliar estresse oxidativo em linhagens celular
apos quimioterapia fotodindmica antimicrobiana, ou para a atividade antimicrobiana
dos compostos (Alexandratou,Yova, Loukas, 2005; Nunes, Sguilla, Tedesco, 2004,
Abrédo, 2004; Braga, Soares, 2005).

Podem ser empregadas no tratamento fotodinAmico, as seguintes fontes de
luz, divididos em trés grupos: os lasers, as lampadas de amplo espectro e lampadas
de diodo (LED - Light emission diode - iodo emissor de luz). A primeira fonte de luz
utiizada em quimioterapia fotodindmica antimicrobiana, forma as luzes néo
coerentes, por serem seguras, possuem menor custo e seu espectro de ondas
abrange varios fotossensibilizadores e podem ser utilizadas com filtros épticos para

selecionar um determinado comprimento de onda (Tomazini, 2007).


http://www.infinito-e-diverso/diagrama-de-jablonski.html
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2. OBJETIVO

Testar e analisar a eficacia da terapia fotodinAmica na forma da

leishmaniose cutanea experimental e in vivo, utilizando da ftalocianina cloro

aluminio, comparando-a com a droga padrdo-ouro, 0 antimoniato pentavalente (N-

glucamine).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

Testar a acdo leishmanicida da terapia fotodinamica mediada pelo
fotossensibilizador AIPcCl, em formas amastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis comparando-as com o0 antimoniato pentavalente (N-metil-

glucamina).

Testar a acdo leishmanicida da terapia fotodinamica mediada pelo

fotossensibilizante AIPcCl em camundongos.

Comparar os resultados através da: medida das patas dos camundongos,
esfregaco, pesquisa de amastigotas viaveis em culturas convencionais,
cultura em diluicdo limitante e verificar a viabilidade das Leishmanias pelo

método colorimétrico MTT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo in vivo com isolado de Leishmania ssp

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania(Leishmania)
amazonensis (MHOM/BR/PHB8), cedidas pela Organizacdo Mundial de Saulde
(OMS), identificadas pela técnica de isoenzimas e anticorpos monoclonais, mantidas
sobre criopreservacdo em nitrogénio liquido (-196°C) no Laboratério de
Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Essas
culturas sdo periodicamente inoculadas em camundongos para assegurar a

infectividade e garantir a viruléncia dos inéculos.

3.2 Infecgdo experimental

Foram utilizados 24 camundongos isogénicos fémeas, adultas, linhagem
C57BL/6 da espécie Mus musculus que sdo caracteristicamente animais de
laboratério sucetiveis a Leishmania, com idade média de 3 meses, com peso médio
de 30 gramas, divididos em 4 grupos, sendo cada grupo composto por 6 animais.
Esta quantidade permite ao estudo estatistico valores confiaveis sao eles: grupo da
terapia fotodinAmica (TFD), antimoniato pentavalente (Sb"), infectados e néo
tratados (INT - controle positivo) e nao infectados e nao tratados (NINT - controle

negativo) (Tabela 01).

Os animais foram mantidos no alojamento de animais da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia, que possui infraestrutura adequada sob a
supervisdo de um médico veterinario responsavel. Os camundongos permaneceram
em ambiente com controle de luminosidade (ciclo de 12 horas no claro e 12 horas no
escuro), mantidos em gaiolas, cada uma contendo 6 animais, alimentados com
racao propria para a espécie e hidratacdo com agua potavel e fresca ad libitum,
durante todo experimento. Essas gaiolas foram trocadas e forradas com maravalha
nova duas vezes por semana, garantindo a higienizacdo do ambiente. Os
camundongos C57BL/6 foram adotados por ser o modelo experimental qgue mais se

aproxima do modelo humano na resposta ou manifestacdo da LC, ou seja,
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assemelha-se a leishmaniose cutanea localizada cronica desenvolvida em humanos
no Novo Mundo (de Sousa, 2010).

3.3 Questdes éticas

Todos os procedimentos foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica
no Uso Animal do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, cujo processo foi

protocolado sob identificagdo n° 150030/2011.

3.4 Preparo dos animais

Os 24 animais foram pesados com o auxilio de uma balanca, e sua pata

traseira direita medida com um paquimetro, antes da etapa de inoculacao.

Tabela 01. Medida das patas e pesos dos animais antes da inoculacdo com
Leishmania )L.) amazonensis

Grupo Idade Espécie Peso Média das patas Desvio padrao
(més) meédio(g) (antes da inoculagéo)

TFD 3 Mus musculus 30 0,23 0,02

Sb" 3 Mus musculus 30 0,23 0,02

INT 3 Mus musculus 30 0,21 0,01

NINT 3 Mus musculus 30 0,21 0,01

3.5 Preparo do in6culo

Foram utilizadas formas promastigotas descriopreservadas e colocadas em
meio sélido - NNN (Neal, Novy e Nicolle), mantidas em estufa a 26°C, por trés dias.
Foi realizada leitura didria em microscopio invertido, para verificar o crescimento. Foi
realizado repique para o meio liquido Schneider’s Insect Sigma-Aldrich®(Saint Luis,
Missouri, USA, lote RNBB 9868, validade agosto de 2012, 500ml, catdlogo
www.sigmaaldrich.com, referéncia S0146) e os tubos foram analisados em

microscopio invertido da marca Zeizz, por trés dias também com leitura diaria. A

avaliacdo do desenvolvimento e multiplicacdo das formas promastigotas deu-se


http://www.sigmaaldrich.com/
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mediante 0 uso de curva de crescimento pré-estabelecida (Brener, 1961) a qual
consiste na quantificacdo de formas promastigotas em camara de Neubauer dupla
espelhada, da marca INLAB/Bright-line hemacytometer de 0.100 mm. Em um tubo
tipo Eppendorf ® (1,5 ml) foi feita diluicdo contendo 20 pul de meio de cultura, com os
parasitos em fase metaciclica de crescimento ao atingirem 3x106, acrescido de 180
pul de tampéo fosfato salina 10% (PBS), que tém a finalidade de manter as
promastigotas em repouso e assim facilitar sua contagem. Na sequencia, o tubo foi
homogeneizado em aparelho vortex da marca A. DIAGGERS Co., INC, na rotacdo
de 20 rotagdes por minuto (RPM), por 10 minutos e com auxilio de uma pipeta, foi
colocada uma aliguota da mesma, na camara de Neubauer até seu preenchimento.
Na contagem, as formas que se encontravam em cima da linha e aglomerados em
forma de rosetas foram excluidas e os parasitos em fase inicial de divisdo binaria
foram contados como um e aqueles em divisdo binaria avancada foram contados
como dois (Urdapilleta, 2006).

3.6 Desenho experimental in vivo

Os grupos ftalocianina cloro aluminio, antimoniato pentavalente e infectado e
e ndo tratado, foram infectados com concentrado parasitario de 3x10° (Campos,
2008) promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/PH8) na pata

traseira direita, via intradérmica com o auxilio de uma seringa de 0,1pl.

Apos 10 dias, foi realizada a confirmagdo da infecgdo: primeiro a olho nu
(Figura 07), segundo por meio da medida das patas (Tabela 02), terceiro com a
coleta do exsudado das patas traseiras direitas que foi analisado mediante a
confeccdo de seis laminas de extensdo, que foram coradas com Giemsa sendo,
duas para cada grupo e analise em microscopio invertido, e quarto o exsudado foi
colocado em meio de cultura NNN. Apos confirmada a infecgdo dos animais, foi

iniciado o tratamento nos grupos TFD e Sb".
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Tabela 02. Resultados da confirmacdo da infeccdo dos camundongos de
Leishmania (L.) amazonensis, apés 10 dias de inoculacao

Grupo  Formagéo Média da medida Coleta do Meio de cultura NNN
de lesdo das patas (mm) estudado
TFD sim 0,30 + +
Sb’ sim 0,30 + +
INT sim 0,20 + +
NINT nao 0,20 - -

Figura 07: Lesdo cutdnea em pata traseira direita (seta) de camundongo apos inoculagdo de formas

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. (Fonte: acervo da autora).

Foram utilizados dois esquemas terapéuticos: no grupo TFD os animais
foram anestesiados e sedados com associacao de xilazina (cloridrato de xilazina que
produz no animal sedacdo com analgesia e o animal retorna ao seu estado normal)
e guetanina (cloridrato de ketamina que leva normalmente 1 a 5 minutos para
produzir sedacdo na qual o animal apenas adormece) por via intramuscular, técnica
gue consiste na imobilizagdo do camundongo em decubito ventral, a extensdo do
membro posterior esquerdo e inje¢do da solucdo na regido postero-lateral da cocha.
A associacdo padrédo é de 10 mg/Kg de Xilazina e 90mg/Kg de Quetamina, sendo o
célculo realizado para o peso médio do animal que foi de 30g. Foi utilizada uma

seringa de 1 ml para esta associacdo. Esperou-se cerca de 3 minutos até que a
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associacdo dos anestésicos fizesse efeito e, com o animal sedado, foi aplicado o gel
contendo AIPhCI na concentragéo de 2,22ug/ml, valor esse que foi determinado pela
area da lesédo (tamanho da pata), sobre a lesdo, perfazendo uma camada de 1 a 2
mm, na pata direita traseira que foi envolta em folha de aluminio para evitar
penetracdo da luz (Figura 08). Aguardou-se mais 15 minutos até que houvesse
absorcado (pelo menos parcial) do gel pela derme do animal. A folha de aluminio foi
removido e entdo, a pata contendo o gel, foi exposta a irradiacdo de luz visivel
(Figura 09), com comprimento de onda 640-710nm, liberando 40 J/cm? a uma
intensidade de 150 mW/cm?,com tempo de 15 minutos. A distancia entre a fonte de
luz e a leséo foi de 10 cm. Apds cada sessédo de TFD, os residuos do gel foram
removidos utilizando-se soro fisiologico 0,9% e o animal retornou ao seu estado de

alerta apds cerca de 10 minutos do término da aplicacéo.

Figura 08 - Camundongo com pata traseira direita recoberta com gel contendo ftalocianina cloro
aluminio, envolta em folha de aluminio para evitar a penetracdo da luz nos 15 minutos anteriores a
aplicacao do laser. (Fonte: acervo da autora).

Figura 09 - Aplicagcdo do laser no local da lesdo (pata traseira direita) do camundongo (Fonte: acervo

da autora).
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No grupo Sb", os animais receberam aplicagdes de antimoniato pentavalente
(N-Metil-Glucamina/Glucantime®), cedido pelo servico de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia, por via intraperitoneal na dose 0,04gSbh'/mg/dia (adaptado
da dosagem humana que é de 400mgSh"'/Kg/dia), com seringas de 1ml durante 10
dias corridos, realizando-se uma aplicacao diaria.

3.7 Eutanasia dos animais

Os animais foram anestesiados por via intramuscular. Apos anestesia, foi
utilizada uma camara contendo CO2 (fornecida pelo Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia) fechada de
maneira a atingir uma saturagdo superior a 70%, onde o0s animais foram
eutanasiados individualmente até a parada cardio-respiratoria. Na sequencia, foi
realizada a dissecacao asséptica, da pata traseira direita de dois camundongos de
cada grupo, técnica que consiste em fazer assepsia das patas inoculadas. Em
seguida, foi feito o maceramento destas com auxilio do homogeneizador (Figura 10)
em meio de cultura Schneider acrescido de 20% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Gibco®) e 0,2% de sulfato de gentamicina (Laboratério Hipolabor, Belo Horizonte,
Brasil), gentilmente cedida pelo Servigo de Dermatologia do Hospital Universitario de
Brasilia(Urdapilleta, 2006)

Figura 10 Homogeneizador utilizado para maceragdo das patas dos camundongos (Fonte: acervo

da autora).

Para o descarte, os cadaveres foram devidamente alocados em sacos

plasticos brancos e mantidos sob refrigeragéo a -200C.
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3.8 Diluigao limitante

Este € um método para estimar a quantidade provavel de formas
amastigotas de leishmania vidveis na pata do animal ou seja, analisa se o
tratamento diminui o nimero de Leishmanias in vivo a partir da dissecacdo
asséptica da pata do animal, sua trituracdo em meio de cultura liquida Schenider®
(Sigma) seguida de culturas em placas tipo Enzyme Linked Immunossorbent Assay
(Elisa) de 96 pocos em sucessivas diluicdes de 10 vezes. Assim dispostas diluicdo
1:1 (colocadas nas fileiras A) até diluicdo de 1:10.000.000 (fileira H).

Para esse método foram utilizadas as patas com lesédo, de 3 camundongos
por grupo de estudo. Caso haja uma amastigota em cada poco, crescerdao formas

promastigota apos cerca de 24 a 72 horas em estufa a 260C.

3.9 Critérios de avaliacao

Para os critérios de avaliacdo foram utilizados os métodos: de medida das
patas com auxilio de um paquimetro, com medidas antes da inoculacado, antes do
tratamento (porém com o animal j& infectado), apos a infeccdo com 24 horas e apés
10 dias; em cultura de diluicdo limitante seguido de método colorimétrico com 0 uso
de MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiliazol-2,5-difenil-tetrazélio) que consiste em
estimar as formas amastigotas de Leishmanias (L.) amazonensis vidveis na pata do
animal ou seja, analisa se o tratamento diminui o numero de Leishmanias, a partir
da dissecacdo da pata do animal sua trituracdo em meio de cultura liquida Scheiner
(Sigma®), seguida de culturas em placas ELISA de 96 pocos em sucessivas
diluicdes de 10 vezes.

3.10 Tipo de estudo
Estudo in vivo tipo experimental.

3.11 Isolados de Leishmania ( Leishmania) amazonensis

Formas promastigotas de Leishmanias (L.) amazonensis cultivadas em meio
McNeal, Novy e Nicolle (NNN) e solucéo salina, em estufa de 26°C, com observacéo
diaria por seis dias, para certificacdo da sua motilidade, viruléncia e se foi alcan¢cada

a fase exponencial tardia ou fase estacionaria de crescimento.
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3.12 Andlise estatistica

Para andlise dos dados, foi utilizado o programa SPSS versdo 17.0 Foi
efetuado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para verificar a distribuicdo dos
dados. Como todos os dados apresentavam distribuicdo normal (p>0,05), optou-se
pela andlise de variancia paramétrica (ANOVA) seguida pelos pds teste de Tukey.

Os gréficos foram plotados com o programa Graph Prism® verséo 5.0.

Para as culturas em diluicao limitante os dados numéricos foram obtidos a
partir da contagem do numero de pocos nos quais houve crescimento de
promastigotas de Leishmania(L.) amazonensis, verificado pela leitura e em
microscopio de luz invertida, e foi colocada a média dos valores obtidos para os
grupos e tratamento pelo programa ELIDA®, no teste de viabilidade celular os dados

foram normalizados em relac&o ao controle.
3.12.1 Teste de normalidade

O teste de normalidade indica qual a estatistica devera ser utilizada
(paramétrica ou ndo parameétrica) e, para isso, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk
para checar a normalidade dos dados. Como os valores de P (significancia) foram

superiores a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Medida das patas dos camundongos

4.2 Andlise — diferentes tempos de tratamento para cada grupo
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Gréfico 01- Distribuicdo dos didmetros das patas (mm) dos animais segundo o
grupo experimental e o tempo de tratamento. As letras diferentes A e B indicam a
diferenca estatistica ou ndo, dentro de cada grupo experimental (p>0,05, ANOVA
one-way, pés-teste de Tukey). Grupos: INT (animais infectados e nado tratados, n=6),
NINT (animais ndo infectados e n&o tratados, n=6), Sb’, n=6 e TFD (animais
infectados e tratados com ftalocianina e laser, n=6). As barras de erro indicam o

intervalo de confianca da média de 95%.

No grafico, observou-se que, para o grupo infectado e ndo tratado, no dia da
infeccdo, com 24 horas e com 10 dias apds esta, ndo apresentou diferenca dos
diametros das patas dos animais, ou seja as medidas permaneceram iguais
independente do tempo de infec¢cdo. Os animais do grupo infectado e néo tratado,
os valores também permaneceram iguais, no mesmo periodo de tempo.

Nos grupos Sh' e TFD, observou-se que no periodo entre o dia da infecgéo,

com 24 horas, ou seja, no inicio do tratamento, e 10 dias apés a infeccdo que houve
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aumento dos diametros das patas dos animais, em comparagdo com oS grupos INT

e NINT. Este aumento teve significancia estatistica de p>0,05.

4.3 Andlise da viabilidade celular

4.3.1 Andlise das médias das Leishmanias.(L.) amazonenesis viaveis pelo método
do MTT
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Gréfico 02 — Distribuicdo da porcentagem de Leishmanias viaveis de acordo com 0s
qguatro grupos experimentais, onde as letras diferentes A, B e C indicam diferenca
estatistica dentro de cada grupo experimental (p>0,05), ANOVA one-way, pos teste

e Tukey). As barras de erro indicam o intervalo de confian¢ca da média de 95%.

Na avaliacdo da viabilidade das Leishmanias, observou-se que no grupo
gue utilizou a droga Shv, a reducao desta viabilidade foi de 50%. No grupo tratado
com a terapia fotodindmica com laser e AIPhCI observou-se redugcéo de 80%. Nos
grupos INT e NINT, houve 100% de viabilidade celular. Houve, portanto, diferenca
estatistica significante (p>0,05) entre os grupo tratados com Sbv e terapia
fotodinAmica com laser e AIPhCI e os grupos NINT e INT. Entre os grupos terapia
fotodindmica com laser e AIPhCIl e Sbv houve diferenca estatistica significante com
maior reducdo da viabilidade de Leishmania (L.) amazonensis no grupo Shv
(p<0,05).
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4.4 Exame parasitologico — determinagdo da quantificacdo de parasitos nas patas dos
camundongos (DILUICAO LIMITANTE+MTT+ESPECTROFOTOMETRO)
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Gréfico 03 - Distribuicdo do numero de parasitos por pata segundo 0S grupos

experimentais

Na avaliacdo da quantidade de parasitos pelo método da diluicdo limitante,
ou seja, a quantificacdo de parasitos nas patas dos camundongos, foi possivel
avaliar que as diferencas estatisticas dentro dos grupos experimentais NINT(NEG),
INT, TFD e Sbv foi significante (p>0,05).

As barras indicam o intervalo de confianca da média a 95%, verificando-se
gue os tratamentos com TFD e Sbhv reduziram consideravelmente os parasitos e nao
houve diferenca estatistica entre os resultados. Os grupos INT e NINT, os valores
estao proximos, significando que ndo ocorreu redugédo dos parasitos.
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5. DISCUSSAO

Com a exposicdo dos fatos, se faz necessario que as terapias disponiveis
para o tratamento LC, necessitem de terapias alternativas coadjuvantes e eficazes
(GIL, 2007). O presente trabalho realizou avaliacdes da eficacia da TFD in vivo
utilizando a terapia fotodindmica. Muitas dessas novas aplicacdes estdo sendo
estudadas e avaliadas quanto a sua eficacia e toxicidade (Zhang, 2006). A LC esta

entre as novas indicacdes do tratamento por terapia fotodinamica (Zhang, 2006).

O predominio de cada um dos mecanismos de morte celular, apoptose ou
necrose, depende do tipo de agente fotossensibilizador usado (Escobar, 2006) e,
provavelmente, do esquema terapéutico adotado. Mecanismos adjuvantes de
destruicdo como recrutamento de células inflamatérias, aumento da resposta

imunoldgica e dano vascular estdo possivelmente associados.

Os principais fatores na determinacéo da eficacia da TFD séo (1) o agente
fotossensibilizador utilizado, sua habilidade de penetracdo seletiva no tecido e a
duragcédo da aplicacdo; (2) a fonte de luz ativadora (incluindo seu comprimento de
onda e intensidade), sua capacidade de penetracdo no alvo desejado e sua duragao
de exposicao; (3) o tipo de célula-alvo e seu status de oxidacado (Zhang, 2006). Os
unicos agentes fotossensibilizadores atualmente disponiveis no mercado sédo 0s
analogos da porfirina acido delta aminolevulinico (ALA) e o metil-aminolevulinato
(MAL) (Zhang, 2006).

O ALA ja foi utilizado TFD para o tratamento de LC do Velho Mundo,
apresentando resultados terapéuticos e cosméticos animadores (Enk, 2003; Gardlo,
2003; Fabris, 2006). E importante frisar contudo, que existem questionamentos
guanto a metodologia aplicada, ja& que as leishmanioses cutaneas do Velho Mundo
nao raro apresentam cura espontanea. Além disso, ja foi bem documentado que em
seres humanos com multiplas les6es na LC, o tratamento de uma leséo pode afetar
a cura de todas as outras (EI-On, 1986). Outro ponto de controvérsia é que a TFD
sucedeu o tratamento preconizado, supostamente nao responsivo. Diante disso, fica
claro a necessidade de novos estudos para avaliar de forma mais conclusiva a

eficacia desse tipo de terapia nas formas cutaneas da leishmaniose.
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O tratamento com utilizacdo de farmacos para LC tem apresentado
resultados clinicos ndo desejaveis. Nao ha também nenhuma vacina eficaz

disponivel atualmente aos pacientes acometidos por esta doenca.

A resisténcia dos parasitas aos medicamentos ora utilizados, somados ao
tratamento com longos periodos, justificam a necessidade de busca de substancias
e tratamentos alternativos, com facil aplicabilidade, na tentativa de reduzir ou mesmo
evitar a desisténcia do paciente ao tratamento, bem como a reducdo do custo
(Sampaio,1980; 2001) visto que a proposta do referido trabalho é justamente ajustar
a utlizacdo da droga ftalocianina cloro aluminio j& largamente utilizada na

Dermatologia.

Neste panorama, os estudos de novas drogas e tratamentos alternativos,
corroboram a busca pela eficacia e seguranca adequados (Franck, 2004;
Raychaudhury, 2005). Além disso, a OMS recomenda a pesquisa de novos
farmacos e formulacdes, bem como de vias de administragdo mais simples e

seguras, como as vias oral e tépica (WHO, 2010; Ridley, 2003).

Baseando-se em estudos anteriores realizados com ftalocianina cloro
aluminio, (Enk, 2003; Gardlo, 2003; Fabris, 2006) para tratamentos de dermatoses,
em camundongos infectados, observou-se neste trabalho a eficacia terapéutica na

avaliacao parasitoldgica, de viabilidade e MTT.

Nos resultados deste trabalho, foi possivel constatar que a utilizacdo da
droga Sh' diminuiu a vialbilidade celular em 50% em relacdo ao grupo INT, e a droga
em teste, a AIPhCI associada a terapia fotodinamica com laser, diminui 80% em
meédia. Os grupos, NINT e INT néo diferem estatisticamente o tamanho das patas,
(Gréficos 01,02 e 03).

No grupo dos animais infectados e néo tratados, portanto o grupo positivo,
foi possivel observar que ndo houve aumento nas medidas das patas, visto que
ocorreu crescimento de parasitos e estes camundongos néao foram tratados, e sim

mantidos para referéncia para os demais grupos.

No grupo dos animais infectados e tratados com ftalocianina cloro aluminio e
seguido de aplicacdo de laser, foi possivel determinar que houve um aumento do

diametro das patas deste grupo, quando este grupo foi comparado ao grupo
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infectado e nédo tratado. Quanto ao grupo infetado e tradado com a droga padrao
antimoniato pentavalente, podemos verificar um aumento do tamanho das patas,
deste grupo quando comparados ao grupo infectado e nao tratado (Gréafico 01), o

gue era esperado visto que os animais foram manipulados por alguns dias.

De acordo com Suri, 2007, as drogas nanoestruturadas sao eficazes quando
comparadas as terapias tradicionais para eliminacdo de parasitos, sem liberar

diretamente mediadores quimicos.

Neste trabalho foi possivel demonstrar que a terapia fotodinamica mediada
pelo fotossensibilizador ftalocianina cloro aluminio aplicada uma vez ao dia, por dez
dias seguidos, nao colaborou para a reducdo das medidas das patas quando
comparadas as medidas do grupo INT e do grupo tratado com Sb’, este fato sugere
gue o calor emitido pelo laser possa ter causado o aumento da pata.

No entanto a terapia alternativa em teste, promoveu significativa reducdo da
viabilidade celular, com cerca de 80% em relacdo ao grupo INT, e reducéao de 50%
para o grupo Sb' também quando comparado ao grupo INT p<0,05 (Grafico 02 e
03), tal fato fora esperado pela equipe, pois a droga atuou sobre a lesdo com o

auxilio de uma fonte luminosa, o laser.

No presente estudo foi utilizada a via de administracdo intraperitoneal para o
medicamento Sb", e na terapia fotodinAmica foi utilizada a via dérmica com
aplicacédo de gel contendo a concentracdo e na sequéncia o laser que aumenta a
temperatura do local. A maioria dos agentes patogénicos sao sensiveis a
temperaturas elevadas e sendo assim, a febre atua como mecanismo de defesa
contra 0s processos, relacionados as infeccbes do mesmo modo que o laser atua

sobre a leséo, aquecendo o local. Este trabalho n&o avaliou os efeitos adversos.

Neste trabalho, o ensaio foi in vivo, utilizada uma Unica espécie a L.
amazonensis, usada apenas uma concentracdo do mediador ftalocianina cloro
aluminio, os grupos NINT, INT, TFD e Sb", nos tempos de vinte e quatro horas e dez
dias (seguidos) de tratamento e aplicacdo de quinze minutos do laser. Para uma
melhor andlise e portanto gerar mais resultados para comparacbes, seria
necessario, ensaios in vitro, pelo menos com mais duas espécies de Leishmanias, o

uso de mais um tipo de mediador fotodinamico, a inclusdo dos grupo de animais
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inoculados e com aplicagcédo apenas do laser , outro grupo com lesdo ativa de
leishmaniose e administracdo de ftalocianina cloro aluminio, sem o laser. Outra
sugestéo seria tratar os animais por tempo mais prolongado, ou tempo maior do

laser.
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6. CONCLUSAO

Pelo presente estudo conclui-se que o tratamento de camundongos
infectados com LC causada por Leishmania (Leishmania) amazonensis tratados com
a terapia fotodindmica mediada com ftalocianina cloro aluminio causou reducgdes
maiores do numero de parasitas e da viabilidade celular guando comparado com a

droga padréao-ouro antimoniato pentavalente.

O presente trabalho visou contribuir como terapia alternativa para a melhoria
do quadro de LC

Portanto, estes resultados aqui avaliados poderdo servir de base para o
aperfeicoamento da metodologia com a perspectiva de aprimoramento de técnicas

futuras do tratamento da LC.
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8. ANEXO



