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Resumo

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, cujo
tratamento apresenta algumas limitacbes. Assim, a terapia fotodinamica representa
uma alternativa, pois além de demonstrar resultados promissores, tanto in vitro como
in vivo, € uma técnica simples, néo invasiva e nao requer tecnologia de alto custo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade das eritrosinas tipo butil e decil
incorporados em plurdnicos® de P123 na terapia fotodindmica nas formas
amastigotas da Leishmania (Viannia) braziliensis. Em decorréncia de algumas
adversidades enfrentadas no decorrer do projeto, o objetivo inicial ndo foi totalmente
alcancado. Dessa forma, os esforcos foram direcionados também na investigacao da
citotoxicidade dos compostos sobre os macrofagos/mondcitos da linhagem THP-1.
Os dados obtidos indicaram alta citotoxicidade em todas as concentracdes
analisadas tanto na presenca quanto na auséncia de luz. Tal caracteristica pode ser
interessante para um farmaco de uso tépico. Novos experimentos ainda estdo em
andamento para confirmar e complementar os resultados.

Introducéo

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo
transmitidos através da picada de insetos flebotomineos fémeas do género
Lutzomya. Estes protozoarios se desenvolvem como formas promastigotas
(flagelados) no trato digestivo dos vetores, que ao picar e tentar ingerir o sangue dos
hospedeiros vertebrados inoculam os parasitos, que sdo fagocitados por células
mononucleares. Nestas células se transformam em formas amastigotas
(aflageladas) e se multiplicam até o rompimento da célula, liberando novos
parasitos, o que pode resultar em uma lesdo crénica (BRASIL, 2017). A terapia da
leishmaniose, atualmente, apresenta algumas limitacdes, como a toxicidade,
elevados custos, longos periodos de tratamento e efeitos adversos. Por esses
motivos, existe uma necessidade crescente em desenvolver novas drogas mais
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eficazes, seguras e acessiveis para o tratamento da leishmaniose tegumentar (LT)
(MACEDO-SILVA, 2015).

Assim, a terapia fotodindmica (TFD) é considerada uma alternativa, sendo um
meétodo que gera espécies reativas de oxigénio capazes de causar estresse
oxidativo e morte das células do tecido doente (WAN, 2014). Como as substancias
fotossensiveis sdo geralmente hidrofébicas e se agregam em meio aquoso,
processo que prejudica sua aplicagdo na TFD e limita a disponibilidade de drogas, é
proposto a incorporacdo destas as substancias fotossensiveis em micelas
poliméricas triblocos, na tentativa de evitar este efeito indesejavel, sendo os
Plurdnicos® P123 um bom exemplo para liberacdo controlada da substancia
hidrofébica no tecido alvo (KATAOKA, 2001). Diante disso, este estudo tem como
objetivo a avaliacdo da atividade das eritrosinas tipo butil e decil incorporados em
plurdnicos® de P123 na terapia fotodinAmica sobre formas amastigotas da
Leishmania (Viannia) braziliensis.

Materiais e Métodos
Cultura e manutencéo de L. (V.) braziliensis

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis foram mantidas por repiques semanais
em meio de cultura 199 suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e
cultivadas a 25°C.

Cultura e manuten¢édo de mondcitos da linhagem THP-1

Mondcitos da linhagem THP-1 foram mantidos por repiques semanais em meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF) e cultivados a
37°C e 5% de COa,.

Ensaios citotdxicos sobre os mondcitos da linhagem THP-1

Mondcitos da linhagem THP-1 (5x10° células/mL) foram distribuidos em 2 placas de
cultura de 96 pocos, na presenca de éster de forbol (PMA) e incubados por 48 horas
em ambiente com 5% de CO2 a 37°C, a fim de realizar a diferenciacdo mondocito-
macrofago. Em seguida, foi realizada uma lavagem para retirar as células em
suspensao, além de efetuar a troca do meio de cultura com o propoésito de manter
nutricionalmente as células aderidas. Apés incubacdo de 24 horas, diferentes
concentragbes (30, 7,5, e 1,9 pM) de ERIBUT e ERIDEC incorporados em
Plurdnicos® de P123 foram adicionados sobre os macréfagos, sendo que em
seguida uma placa foi iluminada com LED verde por 30 minutos e a outra
permaneceu sobre a auséncia de luz. Apés outra incubacdo de 24 horas, a
viabilidade celular foi determinada por espectrofotometria a 450/620 nm, a partir do
composto formazan formado apds a reducdo do XTT por formas viaveis de
macrofagos. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos para células ndo
tratadas (controles).

SSUEM=" @cneq i
’ Tecnotigice

o,
Cansetno Nacionsl de Desemvorvimento. Apolo a0 Clontifico
Clentitico @ Tecnolégico do Poroné




~UEM="

31° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica 31° EAIC 10 e T de novembro de

11° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior '|'|0 EA|GR 2022
7

0%

Ensaios citotdxicos sobre formas amastigotas

Mondcitos da linhagem THP-1, 5x10° células/500 pL, foram distribuidos em placas
de cultura de 24 pocos, sobre laminulas de vidro, na presenca de éster de forbol
(PMA) e incubados por 48 horas em ambiente com 5% de CO2 a 37°C, a fim de
realizar a diferenciacdo mondcito-macréfago. Posteriormente, os macrofagos foram
infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis (7 parasitos/célula) e incubados
por 4 h para obter a infeccdo por formas amastigotas. Diluicdes das solucdes testes
(30, 7,5 e 1,9 uM) foram adicionadas as placas e incubadas por 30 minutos. Em
seguida, uma placa permaneceu na auséncia de luz e a outra recebeu iluminacéo
com LED verde por mais 30 minutos. Apos incubacdo de 24 horas, as células
aderentes em laminulas foram fixadas e coradas com Pandtico rapido para a
determinacdo do indice de infeccdo (ii=porcentagem de macrofagos infectados
multiplicado pelo nimero médio de Leishmania por célula infectada).

Analise e controle dos resultados

Os dados foram tabulados no software Excel, realizou-se média e desvio padréo.
Foram também realizados controles de turbidez das diluicbes das drogas e meio
RPMI 1640. O experimento foi realizado em duplicata.

Resultados e Discussao

Em decorréncia de algumas adversidades enfrentadas, como a baixa no estoque de
células (THP-1, macréfagos J774A.1 e parasitos), atraso na aquisicdo das cepas
padréo de Leishmania, contaminacdo de culturas, problemas técnicos com a estufa
(37°C e 5%CO0O,) e baixa viabilidade celular, o objetivo inicial do projeto nao foi
alcancado. Foram realizados diversos experimentos, no entanto, a infeccdo dos
macréfagos por promastigotas ndo ocorreu, inviabilizando a determinacao do indice
de infeccdo (Figura 1). Dessa forma, os esfor¢cos foram direcionados também na
execucado da citotoxicidade dos compostos sobre os macréfagos/mondcitos da
linhagem THP-1.

Em relagdo, aos resultados da citotoxicidade, foi observado que a ERIDEC, na
auséncia de luz na concentracdo de 30uM obteve uma viabilidade de 11%.
Enquanto nas demais concentracdes, tanto na presenca de luz ou ndo a viabilidade
foi de 0%. Quanto a ERIBUT, também foi observado que em todas as
concentragdes, na presenga e auséncia de luz, resultou em uma viabilidade igual a
0%. Assim, pode-se constatar que 0s compostos incorporados em Plurénicos® de
P123 apresentam alta toxicidade celular. Outro estudo verificou que a micela isolada
demonstrou moderada citotoxicidade sobre macréfagos peritoneais murinos nas
concentragbes de 1,25 a 20 mg/mL (OYAMA, 2019). Desse modo, a toxicidade
possivelmente esta relacionada aos compostos e aos Plurdnicos® de P123.
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Figura 1 — Células sem a presenca de amastigotas (A e B). Seta indicando a presenca de L. (V.)
braziliensis na forma promastigota (C).

Conclusoes

Os derivados da eritrosina tipo butil e decil incorporados em Plurénicos® de P123
sobre mondcitos da linhagem THP-1 na terapia fotodindmica apresentaram alta
citotoxicidade em todas as concentracdes analisadas tanto na presenca quanto na
auséncia de luz. Os dados obtidos indicaram alta citotoxicidade, caracteristica que
pode ser interessante para um farmaco de uso topico. Novos experimentos ainda
estdo em andamento para confirmar e complementar os resultados.
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