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Resumo:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), doenca infecciosa causada por
protozoarios do género Leishmania apresenta uma vasta area de
transmissdo nas Américas, especialmente no Brasil, representando um
problema de saude publica. O atual tratamento consiste na administracdo de
antimoniais pentavalentes, com efeitos adversos acentuados, levando
muitas vezes ao abandono do tratamento e falha terapéutica. Devido a isso,
é indispensavel a pesquisa por intervencdes que oferecam menos dano ao
paciente e maior éxito. A terapia fotodindmica (TFD) mostra-se uma
alternativa viavel ao tratamento convencional. A pesquisa em questéo teve
como objetivo avaliar o potencial leishmanicida de porfirinas empregadas na
TFD, bem como sua toxicidade a heméacias. As porfirinas e seus derivados
nao apresentaram atividade leishmanicida nas concentracdes e condi¢cdes
avaliadas, bem como nao exibiram valores significativos de hemodlise. A
hidrofobicidade das substancias testadas contribui para sua autoagregacéo,
possivelmente limitando sua atividade fotodindmica. Para melhor eficacia e
manutencao da seletividade e disponibilidade do fotossensibilizador, uma
alternativa viavel é a incorporacdo do mesmo em lipossomos. Faz-se
necesséario a formulacdo dos fotossensibilizadores a fim de diminuir sua
agregacédo e melhorar a sua atividade.
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Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa
cutdneo-mucosa, ndo contagiosa, de evolugdo crbnica, transmitida
vetorialmente pela picada de flebotomineos fémeas infectadas por
protozoarios do género Leishmania (BRASIL, 2010). A LTA representa um
problema de salde publica, afetando as Américas, Europa, Africa e Asia,
com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. O Brasil € o pais que exibe
maior area de transmissdo da doenca nas Américas, apresentando em
média 27.608 casos de LTA por ano, sendo uma das afecches
dermatologicas mais incidentes, com casos confirmados em todos os
estados (BRASIL, 2010). A administragcdo de compostos antimoniais
pentavalentes corresponde ao tratamento de escolha para a LTA.
Entretanto, diversos efeitos colaterais advém de seu uso, como a a¢ao sobre
o aparelho cardiovascular, entre outros (BRASIL, 2010) (ROMERO et al.,
2001). Dessa forma, faz-se necessério a busca por outras intervencdes que
oferecam danos menores ao paciente, tento éxito na cura. Nesse contexto, a
Terapia Fotodindmica (TFD) mostra-se promissora, tendo eficacia
comprovada frente a protozoarios da familia Trypanomastidae (PIZINGER et
al., 2009). A TFD causa a destruicdo seletiva de um tecido ou célula, por
meio de uma reacdo fotoquimica entre um corante atoxico fotossensivel
(fotossensibilizador) irradiado por uma fonte de luz. O fotossensibilizador,
guando ativado, transfere energia para o oxigénio molecular do tecido alvo,
gerando espécies reativas de oxigénio, induzindo a morte celular (KALKA;
MERK; MUKHTAR, 2000). O procedimento ndo apresenta efeitos toxicos
cumulativos comparados a outras terapias citotoxicas, podendo ser usado
em pessoas idosas e pacientes mais debilitados.

Tendo em vista os efeitos adversos do tratamento convencional da LTA,
bem como a escassez de tratamentos alternativos, é necessaria a busca por
novas formas de intervencdo. O presente estudo avaliou a atividade
leishmanicida na TFD de derivados de porfirinas (Tetrapiridilporfirina (TPYP),
tetrametoxifenilporfirina (TMPP), tetrametoxifenilporfirina de zinco (TMPP
Zn), tetrapiridilporfirina de zinco (TPYP Zn)), bem como seus efeitos
citotoxicos a hemacias.

Materiais e métodos

Os fotossensibilizadores foram sintetizados no Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringa.
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O cultivo de formas promastigotas de Leishmania amazonensis foi feito em
meio RPMI 1640 com pH de 6,8 suplementado com 10% soro bovino fetal,
2mM L-glutamina, 1% urina humana estéril, 100 Ul/mL de penicilina G e 100
pHg/mL de sulfato de estreptomicina.

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram colocadas em
contato com diferentes concentracbes dos fotossensibilizadores, os quais
foram adicionados as placas de cultura de 96 pocos e diluidos seriadamente
na razao dois. As placas foram iluminadas com luzes de LED vermelho
(630nm) e colocadas na presenca e na auséncia de luz por 30 minutos, e
depois incubadas. Como controle negativo foram usadas promastigotas nao
tratadas. A avaliacdo e quantificacdo dos parasitos foram realizadas pelo
método de reducéo do XTT. A leitura foi realizada em leitora de microplacas
a 450nm.

Para o teste de hemdlise, os fotossensibilizadores foram diluidos na razéo
dois em salina glicosada e colocados em placas de cultura de 96 pocos, as
guais foram adicionadas uma suspensdo de heméacias. As placas foram
mantidas no escuro por 30 minutos e, posteriormente, uma delas foi
iluminada por 30 minutos com LED vermelho. Como controle positivo de
hemolise foi usado solucdo a 4% de Triton X100. Como controle negativo foi
usado a solucdo de hemacias a 6%. ApGs a iluminacéo, as placas foram
mantidas a 37°C por duas horas, centrifugadas a 1100 rpm por 5 minutos e
100 pL do sobrenadante de cada poco foram transferidos para uma segunda
placa para realizacdo da leitura. A leitura foi realizada em leitora de
microplacas a 450nm.

Resultados e Discussao

A porfirina TPYP teve sua concentracéo diluida de 384nM até 0,18nM, a
TPYP Zn de 154nM até 0,07nM, a TMPP de 75uM até 0,036pM e a TMPP
Zn de 210upM até 0,1uM, todas de forma seriada. As porfirinas foram
analisadas em experimentos realizados em triplicata, e nenhuma das
substancias testadas exibiu valores significativos de porcentagem de morte
do parasito, ndo apresentando atividade leishmanicida, tanto na presenca
guanto na auséncia de luz. As porcentagens de hemdlise para as
respectivas porfirinas nao evidenciaram valor significativo de lise das
heméacias para os fotossensibilizadores em questdo, salvo o controle
positivo, exibindo 100% de hemdlise.
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Conclusodes

As substancias em questao apresentam-se agregadas quando solubilizadas
devido a sua hidrofobicidade. A capacidade de autoagregagédo e a
precipitacdo em meio aquoso diminuem significativamente a disponibilidade
dos fotossensibilizadores no meio, bem como a producdo de espécies
reativas de oxigénio e sua atividade fotodinamica. Os resultados
apresentados sé&o importantes para justificar uma melhor formulacdo desses
compostos, como a incorporacdo em lipossomos, a fim de aumentar a
disponibilidade e distribuicdo dos mesmos.
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