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Resumo

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania. A infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis causa a forma
mucosa, que pode resultar em lesdes desfigurantes e mutilantes. Para o tratamento
da leishmaniose é usado o antimoniato de N-metilglucamina, por via endovenosa,
farmaco que induz severos efeitos adversos e que pode levar ao abandono do
tratamento pelos pacientes. Assim, € necessario o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas. A terapia fotodinamica (TFD) € simples, econémica e néo
invasiva. Sao aplicadas substancias fotossensiveis, as quais estimulam espécies
reativas de oxigénio que sao toxicas aos parasitas. O objetivo desse projeto foi
determinar a atividade de derivados de eritrosina (fragdes butil e decil) incorporados
em plurénicos® de P-123 na TFD para formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e
investigar as alteragbes ultraestruturais. Os formulados inibiram a taxa de
sobrevivéncia dos parasitos e provocaram alteracdes em suas estruturas, o que
sugere seu potencial para tratamento da leishmaniose.

Introducéo

As leishmanioses estdo entre as doencgas mais negligenciadas do mundo (1). S&o
causadas por protozoarios do género Leishmania e transmitidas através da picada
de insetos flebotomineos (1). O tratamento da leishmaniose apresenta limitacdes
como a alta toxicidade e a resisténcia do parasito as drogas, resultando em baixa
adesdo ao tratamento. A TFD tem sido estudada como uma alternativa, e 0s
resultados sdo promissores. A TFD consiste no uso de substancias fotossensiveis
(SF) que séo liberadas no tecido alvo, estimulando a producdo de intermediérios
reativos de oxigénio e outros, que danificam os patdégenos sem causar danos a
outros tecidos (5). A eritrosina é um corante xanténico interessante como
fotossensibilizador para a TFD, mas sua hidrofobicidade diminui a afinidade por
membranas. A sua incorporacdo em nanocarreadores como 0s copolimeros de
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tribloco Plutdnicos®, evita a agregacdo em &gua, permite a entrega eficiente dos
farmacos nos tecidos-alvo e diminui a toxicidade sistémica. Este estudo teve como
objetivo determinar a atividade de derivados de eritrosina incorporados em
pluténicos® de P-123 sobre formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis na
terapia fotodinamica.

Materiais e métodos

Cultura e manutencéo de Leishmania: formas promastigotas de L. braziliensis foram
mantidas por repiques semanais em meio de cultura 199 suplementado com 10%
(v/v) de soro bovino fetal e cultivadas a 25°C.

Derivados de eritrosina: foram estudadas as fracdes butil e decil, incorporadas em
pluronico® P-123 (ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123, respectivamente).

Atividade mitocondrial: suspensdo contendo 4x10’ parasitos/mL foi distribuida em
microplaca de 96 pocos e diferentes concentracdes de ERIBUT-123 e ERIDEC-P123
foram acrescentadas. Apos 24 horas a 25°C, as microplacas (com e sem luz) foram
centrifugadas e 100 pL do sobrenadante de cada pog¢o removido. A seguir foram
adicionados 100 pyL de XTT (500 mg/mL) ativado com PMS (50 mg/mL), seguido de
incubacgé&o por 3 horas a 37°C. A porcentagem de inibicdo da atividade mitocondrial
foi estimada por comparacdo com as culturas controles nao tratadas. Os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos quatro vezes.

Microscopia para visualizacdo das alteracbes morfoldgicas: formas promastigotas
foram tratadas com ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123. Apds, foram centrifugadas e
lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato pH 7,2 e em seguida fixadas
com formalina a 2% em lamina de microscopia e coradas com Giemsa (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As preparacdes foram observadas ao microscopio
de fluorescéncia EVOS FL numa amplificacdo de 40x.

Morfologia celular: para observar as possiveis alteragbes na morfologia celular
induzidos por ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123, 4x10’ promastigotas/mL de L. (V.)
braziliensis foram incubadas por Oh, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h com a concentracéo
mais ativa das dos farmacos. Culturas ndo tratadas foram usadas como controle. As
observacfes e analises foram feitas ao microscopio de fluorescéncia EVOS FL e
com o microscopio invertido.

Resultados e Discussao

ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123 inibiram significativamente a taxa de sobrevivéncia
de promastigotas de L. braziliensis. A maior inibicdo foi de 72,33% para ERIBUT-
P123 e 84,46% para ERIDEC-P123 na presenca de luz. Na auséncia de luz, os
resultados foram semelhantes (Tabela 1). Estes compostos induziram alteracbes
morfolégicas em promastigotas que podem ser observadas a microscopia Optica
(Figura 1 e 2).
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Tabela 1 — Percentual de mortalidade de L. (V.) braziliensis apds tratamento com
ERIBUT-P23 ou ERIDEC-P123 na presenca ou auséncia de luz

Derivados Presenca de luz Auséncia de luz
(Mol/L) ERIBUT-P123 ERIDEC-P123 ERIBUT-P123 ERIDEC-P123
3x10° 56,28 72,57 45,58 83,19
1,5x10° 60,46 79,78 43,32 74,91
7,5x10° 60,59 63,66 52,56 53,2
3,75x10° 57,22 86,46 56,46 82,18
1,9x10° 72,33 84,86 59,34 73,27

Promastigotas de L.(V.) braziliensis foram cultivadas na presenga ou na auséncia de luz, com diferentes concentracdes de
ERIBUT-P123 ou de ERIDEC-P123 e a mortalidade foi avaliada pelo ensaio com XTT. ERIBUTI-P123: fracdo butil de
eritrosina incorporada em pluronico® P-123; ERIDEC-P123: fragéo decil de eritrosina incorporada em pluronico® P-123.
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Figura 1- AlteragGes estruturais em L. (V.) braziliensis tratadas com ERIBUT-P123 (B) e ERIDEC-

P123 (D) em maior concentragdo (B1, D1) e menor concentragéo (B5, D5) com luz. Controles:
parasitos néo tratados.

Confrole B B1

Controle D

Figura 2 - AlteragBes estruturais das L. braziliensis tratadas com ERIBUT-P123 (B) e ERIDEC-P123
(D) em maior concentragéo (B1, D1) e menor concentracdo (B5, D5) sem luz. Controles: parasitos
ndo tratados.
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Conclusodes

Os estudos com as preparacdes das fracOes de eritrosina em plurdnicos, ERIBUT-
P123 e ERIDEC-P123, sugerem que estes farmacos sdo promissores, pois eles
induziram percentuais elevados de mortalidade em promastigotas de L. (V.)
braziliensis. A andlise das alteracdes celulares induzidas nos parasitos indica que
estes compostos determinam danos que comprometem a viabilidade de formas
promastigotas. No entanto, estes efeitos parecem nao ser dependentes da TFD,
uma vez que os resultados na presenca e auséncia de luz sdo similares. Novos
estudos devem ser realizados para a avaliacdo da atividade destes farmacos sobre
formas amastigotas intracelulares e em modelos experimentais de infeccdo por
Leishmania.
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