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Resumo

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada
por protozoarios do género Leishmania e transmitida por flebotomineos fémea do
género Lutzomyia. Os farmacos disponiveis para o tratamento apresentam
limitacbes devido a toxicidade e administracdo endovenosa diaria por um longo
periodo. Estes fatores levam a falha terapéutica e baixa adesdo ao tratamento.
Também pode ocorrer resisténcia dos parasitos aos farmacos. Novas modalidades
de tratamento sdo necessarias e entre elas a terapia fotodinamica (TFD) é estudada
por ser uma técnica simples, ndo invasiva, seletiva para a regido de interesse e de
baixo custo. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade de substancias
fotossensiveis como os derivados da eritrosina, ésteres butil (ERIBUT) e decil
(ERIDEC) incorporados em micelas de Pluronicos® P123, usando a TFD em
Leishmania braziliensis. A determinacdo do potencial de membrana mitocondrial
indicou despolarizagdo destas estruturas em formas promastigotas, além de
alteracbes morfoldgicas importantes. Conclui-se que a TFD € uma modalidade
terapéutica promissora para o0 tratamento da LT, e novos estudos devem ser
conduzidos para avaliar seu potencial no tratamento da doenca.

Introducéo

A LT é uma doenca parasitaria transmitida pela picada de insetos flebotomineos
fémea do género Lutzomya, que quando infectados, inoculam nos hospedeiros os
parasitos, durante o repasto sanguineo. A LT se caracteriza por pequenas feridas
arredondadas na pele e com borda elevada (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). No
Sistema Unico de Saude (SUS) a opcdo para o tratamento é o antimoniato de
meglumina que é um farmaco de alta toxicidade e que gera muitos efeitos adversos.
A administracdo endovenosa por longos periodos leva muitos pacientes a
abandonar o tratamento, resultando em resisténcia dos parasitos (PONTE-SUCRE
et al., 2017). Por isso se faz necessaria a pesquisa de novas terapias.

A terapia fotodindmica (TFD) néo é invasiva, é seletiva para a regido de interesse e
apresenta baixo custo, consistindo na ativacdo de um fotossensibilizador (SF) com
luz, que na presenca de oxigénio molecular gera espécies reativas de oxigénio, que
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séo citotoxicos e geram estresse oxidativo, com a morte dos patdogenos (IBANEZ et
al, 2002). Os derivados da eritrosina, ésteres butil (ERIBUT) e decil (ERIDEC), séo
hidrofébicos e a sua incorporagdo em sistemas de “drug delivery system” evita a
agregacdo em agua e auxilia a liberagdo no tecido-alvo. Um desses sistemas de
entrega de fArmacos sdo as micelas poliméricas tribloco, os Pluronicos® de P123

(OYAMA et al., 2019). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-L.
braziliensis da ERIBUT e ERIDEC incorporados em Plurénicos®de P123 na TFD.

Materiais e métodos
Cultura e manutengéo de Leishmania

L. braziliensis foi cultivada em meio de cultura 199 (Gibco®), suplementado com 10%
de soro bovino fetal e antibidticos. As culturas foram incubadas a 25°C e mantidas
por passagens semanais.

Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial (A%¥m)

Formas promastigotas de L. braziliensis (4x10’ parasitos/mL) foram tratadas com
P123 sozinho (13,7 mM) e ERIBUT e ERIDEC (30 uM) incorporados em P123
(ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123) durante 24 h a 25°C. Apoés, os parasitas foram
lavados com solucdo salina tamponada (PBS) e incubados com 5 upg/mL de
rhodamina 123 (Rh123) por 15 min. A seguir foram lavados e suspensos em PBS e
incubados por mais 30 min. A determinacdo do A¥m foi realizada em citbmetro de
fluxo BD FACSCalibur™ (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) e o software
CellQuest Pro (Joseph Trotter, Instituto de Pesquisa Scripps, La Jolla, CA, EUA),
com 10.000 eventos adquiridos usando o canal FITC. A porcentagem de
fluorescéncia, a qual permite quantificar mudancas na intensidade de fluorescéncia
da Rh123, foi determinada pela equacao (MT/MC)*100, sendo MT a fluorescéncia
média dos parasitas tratados e o0 MC a fluorescéncia média dos controles negativos.
O peroxido de hidrogénio (H.O, 2 mM, Tedia, Fairfield, EUA) foi usado como
controle positivo. Controle negativo foram promastigotas ndo tratadas e o
Plurdnicos®P123 sem incorporacdo de corante também foi avaliado. O A¥m foi
determinado pela porcentagem de fluorescéncia emitida pelos parasitas. Quanto menor
a porcentagem de fluorescéncia mais mitocondrias foram mais afetadas, pois quando
0S parasitos estdo saudaveis as mitocondrias retém a Rh123 emitindo maior
fluorescéncia.

Analise morfolégica

ApoOs os tratamentos, aliquotas de 20 uL de promastigotas foram espalhadas sobre
laminas de microscopia e secas ao ar a 22°C. Os parasitos foram corados com May-
Grunwald Giemsa. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente e
deixadas secar. As analises foram realizadas em microscopio Optico (Olympus
CX21) com aumento de 1000x.

Resultados e Discussao
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Histogramas representativos (Figura 1 - A e B) e a representacéo grafica (Figural-Ce
D) da porcentagem de intensidade de fluorescéncia referente ao NC, PC e dos
diferentes grupos de tratamento sdo mostradas na figura 1. Sdo mostrados os parasitos
tratados com 13,7 mM de Plurénicos® P123 sozinho, 30 uM de ERIBUT-P123 e 30 uM
de ERIDEC-P123 no escuro (Figura 1A) e na TFD (Figura 1B).

Foram observadas mudancas no A¥Ym em todos o0s grupos tratados quando
comparados ao controle negativo. Os parasitos tratados com P123 apresentaram
despolarizacdo na TFD. A porcentagem de fluorescéncia na TFD para P123 sozinho foi
de 39,45%, do ERIBUT-P123 foi de 33,82% e de ERIDEC-P123 foi de 30,57%. Isso
demonstra que o tratamento afetou as mitocéndrias de L. braziliensis. No escuro, as
porcentagens de fluorescéncia foram de 91,50% para P123 sozinho, de 83,09% para
ERIBUT-123 e de 80,93% para ERIDEC-P123. Estes resultados mostraram a
importancia da luz na inducéo de danos as mitocondrias dos parasitos.
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Figura 1 — Potencial de membrana mitocondrial (A¥m) de L. braziliensis no grupo controle negativo e
positivo, e tratadas com ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123 na TFD e no escuro.

Mudancas na morfologia das formas promastigotas de L. braziliensis foram
observadas (Figura 2). Promastigotas sao ceélulas fusiformes com ndcleo e
cinetoplasto evidentes, além de um longo flagelo. O grupo controle nédo tratado e
sem luz (Figura 2A) e grupo tratado apenas com LED (Figura 2E) ndo mostraram
alterac6es morfologicas. J& os grupos incubados apenas com P123, com e sem luz
(Figura 2B e F, respectivamente), se mostraram arredondadas. As mudancas mais
evidentes foram observadas nos grupos tratados com 30 yM ERIBUT-P123, com e
sem luz, (Figura 2C e G, respectivamente) e ERIDEC-P123, com e sem luz, (Figura
2D e H, respectivamente), pois grande parte dos parasitos mostram formas
arredondadas e condensacéo nuclear.

Pinto et al. (2017) observaram alteracdes morfologicas em L. braziliensis nos grupos
tratados com TFD, que mostravam perda da forma fusiforme para a forma
arredondada, fragmentacéo e nem sempre foi possivel observar nucleo, cinetoplasto
e flagelo, enquanto nos grupos nao tratados ndo houveram alteracbes. Também
foram observadas alteragfes na atividade mitocondrial dos parasitos, com menor
atividade mitocondrial quando comparados aos nao tratados.
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Figura 2 — Morfologia de L. braziliensis tratadas com ERIBUT-P123 e ERIDEC-P123 com e sem luz.

Conclusodes

ERIBUT e ERIDEC incorporados em Plurdnicos® de P123 usando a TFD
apresentaram atividade anti-Leishmania braziliensis. Portanto se mostram como
compostos promissores para novas possibilidades terapéuticas para a LT.
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