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ATIVIDADE DA TERAPIA FOTODINAMICA COM AZUL DE METILENO
E LED’s SOBRE Leishmania (Leishmania) amazonensis

Mbnica Raquel Sbeghen®, Tacito Graminha Campoist, Dayane Tozato Wakimoto®; Thais
Gomes Verzignassi Silveira 2

RESUMO: Avaliar a atividade da terapia fotodinAmica com AM e LED sob formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis. Materiais e Métodos: Os ensaios com a forma promastigota
foram realizados com 1,1 X 10° promastigotas de Leishmania amazonensis,/mL com AM nas concentracdes
de 0,1 pmol/mL e 0,2 umol/mL, tratados ou ndo com LED. Macréfagos intraperitoneais residentes de
camundongos Balb/C foram infectados com Leishmania amazonensis e tratados com AM nas
concentracdes de 0,2 pmol/mL 0,05 pumol/mL e 0,025 pmol/mL com ou sem LED. A dosagem de NO foi
realizada no sobrenadante das culturas de macréfagos. Resultados: A luz ndo influenciou o crescimento
das formas promastigotas cultivadas sem AM (p>0,05). Os promastigotas tratados com AM nas
concentracdes de 0,1 pmol/mL e 0,2 pmol/mL e LED tiveram reducdo no crescimento quando comparados
ao grupo controle sem tratamento com LED (p<0,05). Macréfagos tratados com AM nas concentracfes de
0,2 pmol/mL, 0,05 pmol/mL, 0,025 pmol/mL e LED tiveram seu indice de infec¢do e percentual de
macréfagos infectados reduzidos (p<0,05), este indice também foi reduzido nos macréfagos tratados com
AM nas concentragfes de 0,2 pmol/mL (p<0,05) e 0,05 pmol/mL (p<0,05). Os macrofagos que receberam
tratamento com AM e LED apresentaram reducéo nos niveis de NO produzidos, em todas as concentracdes
de AM avaliadas. Conclusdo: A TFD com AM e LED inibiu o crescimento de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, o indice de infec¢do, percentual de macrdfagos infectados, nimero de
leishmanias por macréfago e os niveis de 6xido nitrico produzidos pelas células tratadas com AM.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania amazonensis, terapia fotodinamica, macréfagos, promastigotas.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca infecto parasitaria que atinge cerca de 12 milhdes de
pessoas no mundo (Ministério da saude, 2007). Esta zoonose € transmitida ao homem
pela picada da fémea do inseto do género Phlebotomus sp ou Lutzomyia sp, infectada
com promastigotas do género Leishmania sp. As manifestacbes clinicas e a
imunopatogénese das leishmanioses dependem da espécie da Leishmania envolvida e da
resposta imune do hospedeiro. As leishmanioses podem se manifestar como tegumentar
e visceral. A leishmaniose tegumentar americana (LTA) pode comprometer pele e
mucosa. No Brasil, a LTA esta presente em todos os estados do pais e em 289
municipios do Parana (Ministério da Saude, 2007). Para o tratamento sdo usados
antimoniais pentavalentes (N-metil-glucamina) como primeira escolha, porém este
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tratamento pode provocar efeitos colaterais graves, abandono do tratamento pelo
paciente, e casos em que ndo ha cura. Nos ultimos anos tém sido usados tratamentos
alternativos para a LTA como a crioterapia, curretagem, eletrodissecacdo e terapia
fotodindmica (TFD) (Gardlo et al, 2003; Ministério da saude, 2007). A TFD usa da
administracdo de um composto fotossensivel e a administracdo de luz neste farmaco. A
partir da interacdo entre composto fotossensivel e luz pode haver a formacéo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (reacéo tipo I) (Lim et al 2002; Ribeiro et al , 2005;
Castano et al, 2004) ou haver a interagdo do composto fotossensivel no estado excitado
(triplete) com o oxigénio molecular, gerando oxigénio singlete que é citotoxico (reagao tipo
II) (Ferguson, 2002; Konan et al, 2002). A TFD tem demonstrado beneficios no tratamento
da leishmaniose tegumentar como a eliminagcdo de amastigotas do parasito nos raspados
da lesdo. Os efeitos colaterais da TFD séo restritos ao desconforto gerado pelo calor
durante a terapia, hiperpigmentacéo e eritema local (Akilov et al, 2006; Akilov et al, 2007b;
Enk et al, 2003). Porém, uma das limitacdes para o uso da TFD é o custo elevado de
alguns sistemas de iluminacéo e de alguns compostos fotossensiveis (Akilov et al, 2006;
Akilov et al, 2007).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da TDF sobre formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis usando azul de metileno como
substancia fotossensivel e LED como fonte luminosa.

2 MATERIAL E METODOS

Infectou-se macrofagos peritoneais residentes de camundongos Balb/C fémeas
com 6 promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269)
por macréfago, os quais foram tratados com AM nas concentracdes de 0,2 pmol/mL 0,05
pmol/mL e 0,025 pumol/mL com ou sem LED (de cor vermelha, com comprimento de onda
aproximadamente de 663nm, com 5mW) durante 30 minutos. Foi realizado grupo controle
sem infeccdo pelo parasito, assim como sem tratamento. As placas foram incubadas a
37°C em estufa contendo 5% de CO, por 24 horas. Apds a incubacdo foram retirados
200uL do sobrenadante para dosagem de NO. As laminulas foram lavadas em PBS,
coradas com o Kit Panético (HEMA 3®) e aderidas & laminas de vidro com Entellan®. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Para determinacdo do indice de infeccéo
foram examinadas 200 células em cada laminula, contando-se o niumero de macréfagos
infectados e o nimero de formas amastigotas totais. O indice de infeccdo (IF) foi
calculado multiplicando-se o percentual de macrofagos infectados pelo nUmero médio de
parasitos nos macréfagos. O 6xido nitrico foi dosado no sobrenadante das culturas de
macréfagos infectados com amastigotas, pelo método de Buffet (1995) com modificacdes.
Os resultados foram expressos em puM de NO,, com base numa curva padrdo com
concentracfes conhecidas de nitrito de sédio (NaNO,). Os resultados foram submetidos
aos testes estatisticos. Os procedimentos foram realizados de acordo com protocolos
aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da
Universidade Estadual de Maring& (Parecer n° 020/2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os grupos controle sem AM na presenga ou auséncia de luz verificou-
se que a presenca de luz ndo influenciou na produgéo de NO por macréfagos (p=0,9033).
Os niveis de NO apresentaram-se reduzidos nos grupos que receberam TFD, quando
comparados aqueles tratados apenas com AM nas concentracdes de 0,05 pg/mL
(p=0,0092) e 0,025 pg/mL (p=0,0001) mas ndo em 0,2 pg/mL (p=0,104). O uso do AM
sem a presenca da luz ndo reduz os niveis de NO significativamente, nas concentracdes
analisadas 0,2 pmol/mL (p=0,228); 0,05 pumol/mL (p=0,507); 0,025 pumol/mL(p=0,456). A
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iluminagdo dos macréfagos infectados, com LED néo interferiu significativamente no
indice de infeccdo dos macrofagos (p=0,275), no percentual de macréfagos infectados
(p=0,827) nem no numero de amastigota por macréfagos (p=0,278). O AM, nas trés
concentracfes analisadas, reduziu significativamente o indice de infeccdo (p=0,049), o
percentual de macréfagos infectados (p=0,049) e o numero de leishmanias por
macrofagos (p=0,049). A iluminacdo com LED nas culturas de macréfagos tratados com
AM potencializou a reducéo do indice de infeccdo (p=0,049) e percentual de macrofagos
infectados (p=0,049) em todas as concentracbes e numero de leishmanias por
macréfagos (p=0,049) com excecdo da concentracdo de 0,025 pg/mL (p=0,054). A
aplicacdo de LED sobre promastigotas que nao receberam AM nao influenciou no
crescimento doa parasitas, demonstrando desta forma que apenas a presenca da fonte
luminosa nao é capaz de inibir ou estimular o crescimento desses parasitos, ja que a TFD
s6 ocorre em presenca de composto fotossensivel, fonte luminosa e presenca de
oxigénio. A presenca da TFD pela aplicacdo de AM nas concentracdes de 0,1 umol/mL e
0,2 pmol/mL e LED como fonte luminosa foi capaz de reduzir com eficiéncia o
crescimento destes parasitos, quando comparados aos grupos controles que nao
receberam nenhum tipo de tratamento com AM e LED. Valdivieso et al (2008) ao
aplicarem TFD utilizando ftalocianina de aluminio, em promastigotas de Leishmania
amazonensis, verificaram a inibicdo do crescimento do parasito em 96,7%, além de
reducdo no tamanho da leishmania, fragmentacdo nuclear, e perda do nucleo,
kinetoplasto e atividade mitocondrial, a partir da anélise em microscopia eletrénica
(Valdivieso et al 2008).

Ao analisar os niveis de NO produzido por macrofagos tratados ou ndo com TFD
observou-se que apenas a presenca do AM ndo interferiu significativamente na producao
de NO por estas células em todas as concentracdes analisadas indicando que apenas a
presenca do composto fotossensivel ndo € capaz de ocasionar alteracdes bioquimicas
que estimulem a producdo de NO. No entanto percebe-se que a presenca da luz é
importante para que ocorra reducdo nos niveis de NO produzidos, em todas as
concentracfes de AM analisadas. (Costa et al, 2003; Castano et al 2006). A supressao da
producdo de NO durante a infeccdo por parasitas € comumente encontrada (Brunet et al,
2001). A TFD leva as células do sistema imunolégico, como macrofagos a alteracbes em
sua membrana que séo capazes de inibir a secrecdo de citocinas pro inflamatorias, e
também gerar alteracdes sistémicas (Castano et al, 2006). Estas alteracfes de membrana
dos macréfagos pode ter influenciado para que a producao de NO nestas células fossem
reduzidos ao compara-los as células ndo tratadas com TFD (Castano et al, 2006).

4 CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se verificar que macréfagos infectados com Leishmania
amazonensis e tratados com AM e LED apresentaram reducdo no indice de infeccao e
percentual de macréfagos infectados, demonstrando que a TFD usando o AM e LED tem
atividade sobre Leishmania amazonensis.
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