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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT), causada principalmente por Leishmania
amazonensis (LLa) no Brasil, apresenta limitagdes terapéuticas devido a toxicidade
e ao prolongado tratamento com antimoniais e anfotericina B. A terapia fotodinamica
(TFD), utilizando azul de metileno (AM) como fotossensibilizador, surge como
alternativa promissora. Este estudo avaliou a atividade anti-Leishmania do AM puro
e formulado com Pluronic® F-108, poli(alcool de vinila) (PVA) e acido citrico (AC),
associado a TFD em formas amastigotas de LLa. Macrofagos J774A.1 infectados
com LLa foram tratados com diferentes concentracées de AM puro e formulado (1%,
0,5% e 0,25%), com ou sem exposicao a luz de 660 nm por 30 minutos. Apds
coloracdo e contagem de células, foram determinados o indice de infeccdo e o
percentual de inibicdo. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do post hoc Dunn, e pelo tamanho de efeito n?[H]. A associacdo do AM a
TFD aumentou a atividade anti-Leishmania em todas as formula¢des, com destaque
para as concentracdes de 1% e 0,5%, que apresentaram maiores redug¢des do
indice de infeccdao. As formulagbes demonstraram importante atividade como
fotossensibilizador, com menor toxicidade aos macréfagos, se comparado a
literatura para o AM puro. O AM formulado apresentou potencial terapéutico contra
as amastigotas de LLa, ainda sendo necessarios novos estudos para otimizacao das
concentragdes e confirmacao de sua eficacia.

INTRODUCAO

As leishmanioses sado antropozoonoses negligenciadas e endémicas que
afetam populagdes vulneraveis. No Brasil, destaca-se a espécie Leishmania
amazonensis (LLa). Os parasitos sao transmitidos pela picada de fémeas infectadas
de insetos flebotomineos, do género Lutzomyia. Apds a inoculacédo dos parasitos no
hospedeiro, ocorre o processo de fagocitose, principalmente, por macréfagos, onde
as promastigotas se diferenciam para a forma amastigota, adaptada ao meio
intracelular. No interior das células hospedeiras, as amastigotas multiplicam-se, o
que resulta na lise celular e consequente propagacao da infeccdo. De forma geral,
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as manifestagdes clinicas dividem-se em leishmaniose visceral (LV) e tegumentar
(LT), sendo esta a mais comum (BRASIL, 2017).

O tratamento convencional da LT utiliza os antimoniais pentavalentes como
farmacos de primeira escolha, com a anfotericina B como alternativa. Contudo, a alta
toxicidade sistémica e seus frequentes efeitos adversos somados a necessidade de
um periodo longo de tratamento, propiciam o abandono terapéutico (BRASIL, 2017).

A Terapia Fotodinamica (TFD) surge como uma alternativa promissora aos
tratamentos convencionais para a LT, destacando-se por sua seletividade e baixa
toxicidade. A TFD baseia-se na excitagcdo de um agente fotossensibilizador por uma
fonte de luz, promovendo a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). O
Azul de Metileno (AM) é um corante que atua como agente fotossensibilizador, e ja
demonstrou atividade promissora para o tratamento de LT, diminuindo o nimero de
células infectadas e de amastigotas internalizadas, in vitro (OLIVEIRA et al., 2017).

As formulacbes em estudo sdo compostas por Pluronic® F-108, que
apresenta propriedades anfifilicas e capacidade de formar micelas e hidrogéis. Tais
caracteristicas favorecem a liberagdo controlada de farmacos, além de potencializar
propriedades biofarmacéuticas, farmacodinamicas e farmacocinéticas
(NASCIMENTO et al., 2018). Associado a ele, o poli(alcool de vinilico) (PVA) é
empregado como estabilizador em suspensdes de nanoparticulas, com estudos
demonstrando aumento de biodisponibilidade (VALAMLA et al., 2022). Além disso, o
acido citrico (AC) contribui para a melhoria de propriedades como a estabilidade,
biocompatibilidade e liberagcdo controlada de farmacos (NANGARE et al., 2021).
Diante disso, o estudo busca avaliar TFD associada AM, puro e formulado, como
agente fotossensibilizador e seu potencial para tratamento alternativo da LC.

MATERIAIS E METODOS
Azul de metileno formulado e fonte de luz

A fonte de luz, de 660 nm, e as solugdes de AM (Siynth®) puro e formulado
com Pluronics® de F-108, PVA e AC foram fornecidos em diferentes concentracdes
pelo Laboratério de Quimica da Universidade Estadual de Maringa (Nupesf/UEM).

Infeccdo, tratamento e contagem de células e amastigotas

Os macréfagos J774A.1 foram semeados em placas de 24 pogcos com
laminulas de vidro, incubados a 37 °C, em atmosfera de 5% CO, por 2h30. As
células foram lavadas e infectadas com LLa. Apds 4 horas de incubacao para induzir
a infeccdo por formas amastigotas, os pocos foram lavados para a remocao de
parasitos nao fagocitados. Em seguida, o AM foi adicionado em diferentes
concentragdes, puro e as versdes formuladas em 1%, 0,5% e 0,25%; uma placa foi
exposta a luz por 30 minutos, enquanto a placa controle permaneceu protegida da
luz. Para a leitura, as células aderentes em laminulas foram fixadas e coradas com
Pandtico rapido, para a contagem e determinagdo do percentual de macréfagos
infectados e do numero médio de parasitos por macréfago.

Analises estatisticas
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Com base nos resultados da contagem de células, foram calculados o indice
de infeccédo e o percentual de inibicdo de infeccdo. Por meio do software RStudio v.
4.5.3, foram calculados a média, o desvio padrao e o intervalo de confianca de 95%.
A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wik e a
homocedasticidade pelo teste de Levene. Optou-se pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do post hoc de Dunn. Dado que o valor de p é uma medida influenciada
pelo tamanho da amostra, também foram calculados os tamanhos de efeito eta-

quadrado ordinal (n3H]). O tamanho de efeito n3H] pode ser classificado em:
pequeno (n?[H] = 0,01), médio (n*H] = 0,06) ou grande (n?[H] = 0,14).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados foram distribuidos conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Avaliacao da atividade do AM com diferentes concentracdes de
formulacao, com e sem a aplicacao de TFD

Droga Concentragdo (ug/mL) TFD [ndice de Infecgdo (Média + DP [95%IC]) RekaScambdues  Redegso

infectividade percentual

Controle - - 367.88 + 18.7 [352.24 - 383.51] ref ref
3.00 Sem luz 405.00 + 18.16 [376.1 - 433.9]° 0,00 0,00
—— ! Com luz 313,00 + 12.19 [293.61 - 332.39)° 54,88 14,92
' 1.50 Sem luz 400.75 + 64.56 [298.03 - 503.47]" 0,00 0,00

' Com luz 335.38 + 28.13 [290.62 - 380.13]" 32,50 8,83

364 Sem luz 447.50 + 53.32 [362.66 - 532.34]° 0,00 0,00
—— ! Com luz 268.25 + 22.36 [232.68 - 303.82]° 99,63 27,08
’ 1.82 Sem luz 396.88 + 26.19 [355.21 - 438.54]" 0,00 0,00

’ Com luz 338.25 + 35.88 [281.16 - 395.34]" 29,63 8,05

310 Sem luz 340.62 + 24.94 [300.94 - 380.31]" 27,26 7,41
AT ! Com luz 248,00 + 18.86 [217.99 - 278.01)" 119,88 32,59
155 Sem luz 387.88 + 28.07 [343.21 - 432.54]" 0,00 0,00

' Com luz 344.88 + 32.54 [293.1 - 396.65]" 23,00 6,25

9.92 Sem luz 461.62 + 38.56 [400.27 - 522.98]° 0,00 0,00
re— ! Com luz 293.12 + 15.12 [269.07 - 317.18]° 74,76 20,32
496 Sem luz 427.88 + 49.82 [348.6 - 507.15)° 0,00 0,00

' Com luz 336.12 + 38.11 [275.48 - 396.77]° 31,76 8,63

Os pares de letras indicam diferencas estatisticamente significativas entre si; teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn; p < 0,05. :[Dunn = 2,54; p<

0,05; n*[H] = 0,923; "Grande"]. s[Dunn = 3,7; p< 0,01; n*[H] = 1,95; "Grande"]. <[Dunn = 3,75; p< 0,01; n?[H] = 2,01; "Grande"]. s[Dunn = 2,54; p< 0,05; n*[H]

=0,923; "Grande"). «Pares (com/sem luz) que ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas mas tamanho de efeito considerando grande.

A reducao média da infectividade representa a diminui¢gdo absoluta do indice de infecgdo promovida pelo tratamento em
relac@o ao grupo controle ndo tratado, calculada pela diferenca entre os indices médios de infeccédo. A reducédo percentual da
infectividade representa essa diminui¢éo proporcionalmente ao indice médio de infec¢@o do grupo controle nao tratado, sendo
calculada pela diferenga entre os indices médios de infec¢ao, dividida pelo indice médio de infecgdo do controle e multiplicada

por 100. O indice de infecgéo foi determinado pela multiplicacdo do percentual de macréfagos infectados pelo nimero médio
de parasitos por macréfago.

Os resultados evidenciam a melhoria da atividade anti-Leishmania do AM em
todos os testes, quando aplicada a TFD, com maior destaque para o AM 1% e 0,5%
nas suas maiores concentragdes, apresentando as melhores redugdes. Os pares
com tamanho de efeito grande indicam que, com a adicao de novas observacoes, ha
uma tendéncia de haver significancia estatistica entre estes grupos.

A literatura indica atividade do AM puro em concentragao de 12,5 ug/mL,

quando aplicado a TFD, porém com alta toxicidade aos macréfagos (OLIVEIRA et
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al., 2017). As versdes formuladas testadas apresentaram menos toxicidade, com
concentragdes ativas frente aos parasitos significativamente menores.

CONCLUSOES

Conclui-se que a TFD com o AM formulado reduziu o indice de infecgao de
amastigotas, sendo, também, mais efetivo que o AM puro. Novos ensaios sao
necessarios para avaliar a efetividade entre os grupos, em diferentes concentragdes
da formulacéo.
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