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Terapia fotodinamica para o tratamento de leishmaniose tegumentar americana:
avaliacdo da associacdo de terapias em camundongos experimentalmente

infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa causada por
protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas. Apresenta-se com as formas
clinicas: cutanea (LC), cutaneo-mucosa (LCM) e cutanea difusa (LCD). A forma cuténea ¢ a
apresentacdo mais comum, responsavel por mais de 90% dos casos no Brasil. Atualmente, 0s
medicamentos disponiveis para o tratamento sdo injetaveis, com muitos efeitos colaterais,
longo esquema de tratamento e possibilidade de resisténcia medicamentosa. Deste modo,
terapias alternativas tém sido avaliadas, entre elas a terapia fotodindmica. Objetivo: Avaliar a
eficacia da terapia fotodindmica isoladamente e em associacdo com o0s medicamentos de
referéncia para o tratamento de LTA. Metodologia: Camundongos BALB/c foram infectados
experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis na pata posterior direita e
divididos em 6 grupos: Gluc+TFD tratados com Glucantime® e terapia fotodindmica com
azul de metileno/LED vermelho (diodo emissor de luz); Gluc tratados com Glucantime®;
TFD tratados com terapia fotodindmica com azul de metileno/LED vermelho; Anfo+TFD
tratados com anfotericina e terapia fotodindmica com azul de metileno/LED vermelho; Anfo
tratados com anfotericina e Controle infectados e ndo tratados. Dois ciclos de tratamento
foram realizados, o primeiro entre 45 e 75 dias apds a infeccdo, com os dispositivos de LED
distando 4 cm da leséo, aplicados 2 vezes por semana por 4 semanas e um segundo ciclo entre
105 e 135 dias apos a infeccdo com o LED distando 1 cm da lesdo, 3 vezes por semana por 4
semanas. Apos 165 dias da infec¢do determinou-se a carga parasitaria. Resultados: Ao final
do primeiro e do segundo ciclos de tratamento ndo se observou diferencgas estatisticamente
significativas (p>0,05) entre as medidas de volume e espessura das patas infectadas nos
grupos tratados quando comparados ao grupo controle. Porém houve reducdo significativa
(p<0,05) na carga parasitaria do linfonodo popliteo dos grupos Gluc+TFD, Gluc, TFD e
Anfo quando comparado com o grupo controle (p>0,05). Conclusdo: Os resultados
apresentados mostram que apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significativa nas
avaliagOes fisicas da pata (espessura e volume), houve uma tendéncia de queda das medidas
no grupo Gluc+TFD, como pode ser observado especialmente nos dados de volume e
corroborado pela negativacao da carga parasitaria.



Palavras-chave: Terapia fotodinamica; Azul de metileno; Leishmaniose cuténea; Leishmania

(Leishmania).
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Photodynamic therapy for treatment of American cutaneous leishmaniasis: an
assessment of association of therapies in experimentally infected mice with

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an infectious disease caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania that affects the skin and mucous. There are three main
clinical forms of the disease: cutaneous leishmaniasis, mucocutaneous leishmaniasis and
diffuse cutaneous. Cutaneous leishmaniasis is the most common form, accounting for over
90% of cases in Brazil. Currently available drugs for treatment are injectable, with side
effects, long-term treatment regimen and the possibility of drug resistance. Thus, alternative
therapies have been tested, including photodynamic therapy. Objective: to assess the
effectiveness of photodynamic therapy on its own and associated with drugs prescribed for the
treatment of ACL. Methodology: BALB/c mice were experimentally infected with
Leishmania amazonensis and divided into 6 groups: Gluc+PDT treated with Glucantime®
and photodynamic therapy with methylene blue/red LED (light-emitting diode); Gluc treated
with Glucantime®; PDT treated with photodynamic therapy with methylene blue/red LED;
Ampho+PDT treated with Amphotericin and photodynamic therapy with methylene blue/red
LED; Ampho treated with Amphotericin and Control which were infected but not treated.
Two treatment cycles were performed. The first between 45 and 75 days after the infection,
with the LED devices 4 cm apart from the lesion, applied twice weekly for 4 weeks. A second
cycle was performed between 105 and 135 days after the infection with the LED devices 1 cm
away from the lesion, 3 times a week for 4 weeks. After 165 days of infection, the parasite
load was determined. Results: At the end of the first and second treatment cycles, there were
no statistically significant differences (p> 0.05) between measures of volume and thickness of
the infected footpads in the treated groups when compared with the control group. However,
there was a significant reduction (p <0.05) in the parasitic load of the popliteal lymph node of
the Gluc+PDT, Gluc, PDT and Ampho groups when compared with the control group (p>
0.05). Findings: The results showed that although there is no significant difference in the
evaluations of footpad size (thickness and volume), there is a downward trend of
measurements in the group Gluc+PDT, as can be observed by volume data and by parasite
load negative.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecto-parasitarias ndo contagiosas que
acometem o homem, causadas por protozoarios do género Leishmania, familia
Trypanosomatidae. E considerada uma das maiores endemias mundiais e uma das seis
doencas tropicais mais importantes constituindo um problema de satde publica, segundo a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS). Sua importancia deve-se ao seu alto coeficiente de
deteccdo, ampla distribuicdo mundial e principalmente por sua alta capacidade de gerar
formas clinicas incapacitantes e deformantes, podendo ser letal em algumas apresentagdes
(Gontijo et al, 2003; Silva et al, 2008; OPAS, 2015; WHO, 2016).

Segundo a OMS, a leishmaniose é encontrada em 102 paises, areas ou territorios em
todo o mundo e sua notificacdo é compulséria em 30. Estima-se que 12 milhdes de pessoas
estejam infectadas em todo mundo e 350 milhGes estejam expostas ao risco de adoecer.
Anualmente, registra-se aproximadamente dois milhdes de novos casos da doenga ho mundo
(Gontijo et al, 2003; WHO, 2016).

Existem duas formas clinicas da doenca, a leishmaniose visceral (LV) e a tegumentar
(LT), esta ultima também chamada nas Ameéricas de leishmaniose tegumentar americana
(LTA) (Silva et al, 2008). A LV apresenta a maior gravidade devido ao parasitismo do
sistema linfatico e inimeras complicacbes sistémicas como febre, anemia,
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e podendo ser algumas vezes fatal. Um
relatdrio realizado pela OMS em 2012, (Alvar et al, 2012) estimou que 90% dos casos globais
de LV ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sud&o do Sul e Suddo. A
leishmaniose tegumentar tem ampla distribuicdo mundial com ocorréncia de 0,7 a 1,2 milhdes
de casos novos ao ano em todo o mundo, pelo menos 70% a 75% destes casos ocorrem em 10
paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, Republica Islamica do
Ird, Peru, Sud3o e RepUblica Arabe da Siria (Gontijo et al, 2003; Pinheiro, 2004; Alvar et al,
2012, WHO, 2016).

Nas Ameéricas a LTA ocorre desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, tendo o territorio sul-americano como o principal foco, com excecdo de paises

como Chile e Uruguai. No periodo de 2001 a 2013 foram registrados 743.970 casos com
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média anual de 57.228 casos. Deste total, 78,8% estd concentrado no Brasil e em paises
Andinos. No periodo de 2010 a 2013 houve uma reducdo de 19,2% no numero total de casos
resistrados de LT nas Américas, devido a reducdo da notificacdo em paises como Brasil,
Colbmbia, Nicardgua, Panama, Peru, Equador, Paraguai e Argentina, porém houve aumento
do registro na Bolivia, Honduras, Costa Rica, México, Guatemala e El Salvador. Essa reducéo
pode ser atribuida a melhoria na organizacdo dos servigos principalmente nos sistemas de
vigilancia, bem como naqueles relacionados aos aspectos ambientais, bioldgicos, fisicos e
sociais (OPAS, 2015).

As primeiras evidéncias de leishmaniose tegumentar nas Américas foram encontradas
em ceramicas no periodo pré-inca no Peru e Equador no primeiro século d.c., feitas por
indios, as quais apresentavam desenhos de figuras humanas com mutilagdes de l&bios e
narizes. Posteriormente, descobriram-se mimias com lesdes de pele e mucosas caracteristicas
da leishmaniose. Cunningham, em 1885 na india, foi o primeiro a observar o parasito do

género Leishmania em casos de LV (Basano et al, 2004; Neves et al, 2011).

No Brasil, a LTA ¢ endémica e tem sido assinalada em todos os estados brasileiros,
com registro nacional de 25.763 casos novos registrados entre 1995 a 2014 (Brasil, 2017). O
primeiro relato da existéncia da doenca cutédnea no pais ocorreu em 1855 realizado por
Alexandre Cerqueira. Entretando, no Brasil, apenas em 1909 Lindenberg confirmou a
natureza leishmaniotica das lesdes tegumentares, identificando formas parasitarias idénticas a
Leishmania tropica em individuos que trabalhavam em matas no Estado de Sao Paulo. Porém,
Gaspar Vianna, em 1911, intitulou o parasito de Leishmania braziliensis por considera-lo
diferente da Leishmania tropica. Até a década de 1970, os casos de LT eram atribuidos a
Leishmania braziliensis porém com o aperfeicoamento das técnicas de identificagdo e analise,
outras especies de Leishmania foram sendo registradas (Gontijo et al, 2003; Basano et al,
2004; Brasil, 2017).

A LTA no Estado do Parand, vem sendo descrita desde o inicio do século XIX e
tornou-se endémica a partir de 1980. Sua distribuicdo geografica é ampla e irregular com
maior concentracdo de notificagbes em municipios do norte e oeste do Estado, sendo
registrada em 300 dos 399 municipios. E responsavel por 99,3% dos casos registrados no Sul
do pais (Monteiro et al, 2009; Negrdo et al, 2013).

Ambos 0s sexos e todas as faixas etarias podem adoecer, entretanto 90% dos casos no

pais ocorrem em maiores de 10 anos de idade (Brasil, 2017). A adaptacdo do vetor ao



16

ambiente peridomiciliar possibilitou a transmissdo de toda a populagdo igualmente, sem

distinguir sexo, idade ou profissao (Ferreira et al, 2012).

A doenca apresenta transmissdo vetorial, através da picada de insetos hematdfagos
conhecidos como flebotomineos infectados. Os vetores sdo dipteros da familia Psychodidae,
pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com
distribuicdo ampla em locais de clima quente e temperado. Apenas no ano de 1922, Aragéo,
pela primeira vez, demonstrou a participacdo desses insetos na transmisséo da LT. Existem
atualmente mais de 350 espécies catalogadas de flebotomineos do género Lutzomyia nas
Ameéricas e pelo cerca de 200 espécies ocorrendo na bacia amazoénica e pelo menos 30 sdo
vetores comprovados. Os flebotomos (hospedeiro invertebrado) infectam-se ao picar um
animal portador do parasito (hospedeiro vertebrado), geralmente mamiferos silvestres como o
tamandud, preguica, roedores, raposas e outros, sendo as lesfes neles geralmente inaparentes.
Apenas 0s insetos fémeas sdo hematofagos (Gontijo et al, 2003; Bolognia et al, 2008; Neves
etal, 2011).

Apesar de ser considerada uma zoonose primaria de mamiferos silvestres que acomete
secundariamente o homem como hospedeiro acidental quando este invade regifes de
florestas, a doenca também pode ocorrer em zonas rurais, ja desmatadas, e em locais
periurbanos. Apesar de raro, hoje ja se considera possivel que o0 homem infectado seja a Unica
fonte de infeccdo para o vetor caracterizando uma antropozoonose (Basano et al, 2004;
Desjeux, 2004; Sampaio et al, 2008; Neves et al, 2011; Gomes et al, 2014; Brasil, 2017).

A leishmania apresenta duas formas morfoldgicas, uma flagelada chamada de
promastigota que ocorre no intestino do vetor, como parasito extracelular (animais
invertebrados) e uma outra forma aflagelada, arredondada chamada de amastigota, parasito
intracelular obrigatério de células do sistema fagocitario mononuclear, alojando-se nos
fagossomos dos mondcitos, histiocitos e macr6fagos e observada nos tecidos humanos e em
animais vertebrados. Ambas as formas se reproduzem por divisdo binaria (Gontijo et al, 2003;
Basano et al, 2004; Neves et al, 2011; Brasil, 2017).

A infeccdo dos flebotomineos ocorre quando a fémea pica o0 homem ou o animal
infectado e ingere mondcitos parasitados com amastigotas. No tubo digestorio do inseto os
monacitos se rompem liberando as leishménias que se transformam em promastigostas e
multiplicam-se por divisdo binaria. Quatro dias apos se infectar, o inseto ja pode transmitir o

parasito a um novo hospedeiro definitivo. Durante um novo processo de alimentacdo do
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flebotomineo ocorre a transmissdo do parasito pela inoculagcdo de formas promastigotas.
Quatro a oito horas apo6s, os parasitos flagelados sdo fagocitados por macrofagos teciduais,
nos quais transformam-se, em até 24 horas, em formas amastigotas. Apos intensa
multiplicacdo, os amastigotas esgotam a resisténcia da membrana macroféagica, rompendo-a e
liberando os parasitos que serdo novamente fagocitados disseminando, assim, a infecgédo por
via hematogénica ou linfatica e iniciando uma reacdo inflamatoria com atracdo de novos

macrofagos, gerando um novo ciclo (Veronesi et al, 1999; Neves et al, 2011).

Apesar dos macrdfagos serem células especializadas no combate a infeccdo, as
leishmanias desenvolvem mecanismos de escapar e continuam se multiplicando até o
rompimento das células. Esse processo desencadeia a liberacdo de particulas antigéncias que
sdo apresentadas ao sistema imune para gerar uma resposta especifica. Devido a caracteristica
de parasitismo intracelular o controle da infeccdo é dependente da resposta imune mediada
por células, onde as principais células efetoras na destruicdo dos parasitos sdo os linfocitos
auxiliares ou também chamados “helper”, os quais ativam os macréfagos tornando-0s capazes
de eliminar os amastigotas através da secrecdo de citocinas, principalmente de interferon-
gama (IFN-y). Apos a estimulagdo antigéncia, os linfocitos T helper diferenciam-se em Th1l,
ceélulas associadas em combater parasitos intracelulares, que secretam principalmente IFN-y,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12 (IL-12), IL-2, linfotoxinas e algumas
quimiocinas produzidas pelos macrofagos (Pinheiro et al, 2004; Neves et al,2011). Desta
forma, a apresentacdo clinica da leishmaniose dependera ndo apenas da espécie de
Leishmania envolvida, mas também do estado imunoldgico do hospedeiro. Sabe-se que a
incapacidade de gerar uma resposta imune celular eficiente esta associada a evolucdo clinica
desfavoravel e menor resposta terapéutica. Varios trabalhos indicam que a suscetibilidade a
infeccdo e progressdo da doenca estdo associadas a ativagdo de uma resposta imune do tipo
Th2 que produzem principalmente IL-4, IL-5 e IL-10 estando envolvidas em processos
alérgicos e protegdo contra agentes infecciosos extracelulares (Pinheiro et al, 2004; Neves et
al, 2011; Brasil, 2017).

No mundo existem pelo menos 20 espécies de leishmania causadoras de leishmaniose
tegumentar e estdo divididas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia de acordo com o
local de evolugéo do parasito no tubo intestinal do flebotomineo. No subgénero Viannia os
parasitos se desenvolvem no intestino anterior, médio e posterior do vetor e no subgénero
Leishmania os parasitos se desenvolvem no intestino anterior e médio. No Brasil encontramos

seis espécies de leishmanias causadoras de LTA: Leishmania (Viannia) braziliensis,
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Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishamania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi,
Leishmania (Viannia) lainsoni e Leishmania (Leishmania) amazonensis. A Leishmania
(Viannia) braziliensis é a espécie que mais comumente causa doenca no homem, e estd
envolvida nas formas mais graves da doenca. E encontrada em todas as areas endémicas do
pais, sendo a espécie mais isolada no Estado do Parand. Apresenta com frequéncia animais
domeésticos como seu reservatério e pode produzir lesdes cutadneas e também mucosas
(Silveira et al, 1996; Gontijo, 2003; Desjeux, 2004; Sampaio et al, 2008; Bolognia et al,
2008).

O tempo entre a picada do inseto e o aparecimento da lesdo inicial pode variar de duas
semanas a dois anos, porém o periodo de incubacdo médio é de 2 meses. A LT manifesta-se
clinicamente na pele e nas mucosas. Sua classificacdo ira depender da espécie do parasito e da
resposta imune do individuo, podendo limitar-se ao local da picada ou disseminar-se para as
mucosas e outros sitios cutaneos. Subdivide-se em cutanea (LC), cutdaneo-mucosa (LCM) e
cutanea difusa (LCD) (Neves et al, 2011; Ferreira et al, 2012; Brasil, 2017).

Na LC a lesdo inicial é caracterizada por uma papula eritematosa, Unica ou multipla
localizada geralmente em regiGes expostas do tegumento que evolui para Ulcera indolor de
bordas elevadas, infiltradas (em moldura), contorno regular e fundo com tecido de granulacéo
recoberto com exsudato seroso ou seropurulento. Oitenta e cinco por cento dos pacientes com
a forma cutanea apresentam a lesdo ulcerada como manifestacdo clinica mais comum. Esta
lesdo, caso ndo tratada, evolui por um periodo médio de 6 meses, em seguida se estabiliza e a
medida que prevalece a reacdo imune do hospedeiro tende a cura espontanea, deixando uma
area cicatricial discromica com atrofia e fibrose. Adenopatia e linfangite nodular podem
ocorrer (Sampaio et al, 2008; Almeida et al, 2011; Neves et al, 2011; Brasil, 2017).

A forma cuténea-disseminada, uma variante rara (2%) da forma cuténea, descrita
inicialmente em 1986, caracteriza-se por mdultiplas lesdes papulares, por vezes com aspecto
acneiforme podendo chegar a centenas delas provavelmente devido a disseminagdo
hematogénica ou linfatica do parasito. Outro aspecto importante dessa variante é a presenca
de sintomas sistémicos como febre, mal-estar, emagrecimento e anorexia alem de muitas
vezes serem acompanhadas de lesdes mucosas em 30% dos casos. Raramente acompanha-se
de adenopatia (Sampaio et al, 2008; Almeida et al, 2011; Neves et al, 2011; Brasil, 2017;).

Simultaneamente ou em seguida a lesdo cutanea inicial, por disseminacao

hematogénica ou linfatica, lesbes mucosas podem aparecer, caracterizando a forma cutaneo-
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mucosa da leishmaniose. Cerca de 3% dos pacientes com leishmaniose cutdnea irdo
desenvolver a forma mucosa da doenca. Setenta por cento dos casos a lesdo mucosa ocorre
em até 5 anos apods a lesdo cutanea inicial (Veronesi et al, 1999; Neves et al, 2011). Em estudo
realizado com pacientes atendidos em uma universidade do noroeste do Parana constatou que
0 comprometimento nasobucofaringeo ocorreu em 7,7% dos casos (Silveira et al, 2009). No
Brasil o agente etioldgico envolvido € a Leishmania (Viannia) braziliensis (Neves et al,
2011). As manifestacGes atingem mais comumente a mucosa nasal (90%) (Lessa et al, 2007),
porém l&bios, orofaringe, laringe, mucosa ocular e genital também podem estar envolvidos
(Bolognia et al, 2008). Inicialmente os pacientes queixam-se de obstrucdo nasal, coriza e ap6s
a progressao da lesdo surge dor. A sintomatologia clinica pode variar desde um discreto
edema local até intensa infiltracdo, destruicdo e perfuracdo da cartilagem nasal causando o
desabamento do nariz para frente dando o aspecto de nariz de anta. AlteracGes na fonagéo
podem ocorrer devido a destruicdo das cordas vocais. Sabe-se que individuos com lesbes
cutaneas que curaram espontaneamente, lesdes acima da cintura e com evolucdo a mais de um
ano apresentam maior risco de apresentarem lesdes mucosas. N&o existe um fator
determinante para o aparecimento das lesdes em mucosas, porém acredita-se que essa
manifestacdo esteja na dependéncia de fatores intrinsecos do parasito, fatores inerentes a
resisténcia natural do hospedeiro e da magnitute da resposta imune ao parasito (Veronesi et al,
1999; Lessa et al, 2007; Bolognia et al, 2008; Neves et al, 2011; Brasil, 2017).

Visto raramente, a forma clinica cutanea difusa da leishmaniose caracteriza-se pela
presenca de nddulos, papulas e placas, hiperpigmentadas, ndo-ulceradas, infiltradas que
lembram a hanseniase virchowiana. Sabe-se que a multiplicidade de lesdes deve-se a
disseminacdo linfo-hematogénica do agente. No Brasil é causada mais frequentemente pela
Leishmania (Leishmania) amazonensis e 40% dos individuos parasitados por essa espécie
desenvolvem (LCD). Imunologicamente os pacientes apresentam completa anergia o que
explica a disseminacdo do quadro cutdneo e grande quantidade de parasitos nas lesGes
(Fonseca et al, 1986; Veronesi et al, 1999; Neves et al, 2011).

Do ponto de vista imunologico a LTA apresenta dois polos de evolucéo. De um lado o
polo anérgico que caracteriza a LCD com auséncia de imunidade celular especifica,
inativacdo de macrofagos e grande nimero de parasitos e no outro, o polo hiperérgico que
caracteriza a LCM com intensa imunidade celular e produgdo de grande quantidade de

citocinas Thl gerando intenso dano tecidual e poucos parasitos. Entre os polos estd a LC em
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que o individuo apresenta uma imunidade celular especifica eficiente e equilibrada (Sampaio
et al, 2008; Brasil, 2017).

Na préatica clinica a confirmagdo diagndstica de LTA é realizada de duas maneiras:
pela demonstracdo do parasito ou pelo diagnéstico imunoldgico. A pesquisa do parasito ou
também chamado exame direto pode ser feita no material obtido da lesdo existente através da
raspagem das bordas ou coleta de amostra tecidual por bidpsia cutdnea. Com este material
pode-se realizar quatro testes diagnosticos: o exame do esfregaco pela impressdo do material
por aposicdo em lamina (imprint) com posterior coloracdo com Giemsa, Wright, Papanicolau
ou Leishman; exame anatomopatologico a partir do fragmento obtido por bidpsia cutanea;
culturas do parasito in vitro onde o material coletado é semeado em meios de cultura como o
meio solido Novy MacNeal Nicole (NNN) associado ao Liver Infusion Triptose (LIT) ou em
meio liquido Schneider’s e a cultura in vivo pela inoculagdo do parasito em hamsters por via
intradérmica. O isolamento do parasito permite a identificacdo da espécie de Leishmania.
Atualmente também ¢é possivel realizar a pesquisa do DNA do parasito a partir do material
coletado da bidpsia ou escarificacdo da lesdo para realizagdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) que apresenta alta sensibilidade e especificidade e algumas de suas técnicas
ainda permitem identificar a espécie da Leishmania, porém restringem-se as pesquisas
clinicas devido a complexidade da metodologia e ao alto custo. (; Gontijo et al, 2003;
Sampaio et al, 2008; Neves et al, 2011; Ferreira et al, 2012; Gomes et al, 2014, Brasil, 2017).

O exame de esfregaco, por ser mais rapido, de baixo custo e de facil execucdo é
atualmente o teste diagndstico de escolha. Apresenta sensibilidade varidvel, de 15 a 70% a
depender do tempo de evolucdo da lesdo. Nas lesdes com menos de 3 meses, devido a grande
quantidade de amastigotas, o teste apresenta alta taxa de positividade, ja nas lesGes antigas e
mucosas a taxa decai, sendo raramente positivo ap6s um ano. O ideal é realiza-lo antes de
instituida a terapéutica, pois os parasitos desaparecem logo ap6s o inicio do tratamento (
Veroseni et al, 1999; Murback et al, 2011; Gomes et al, 2014; Brasil, 2017).

No exame histopatologico a visualizacdo dos parasitos ndo costuma ser facil,
principalmente nas lesdes mais antigas, 0 que torna o teste menos especifico. Os achados
classicos sdo de uma reacdo granulomatosa linfo-histio-plasmocitaria com areas de células
epitelidides e muitos plasmdcitos. Em alguns casos, formas amastigotas podem ser
visualizadas na coloracdo de hematoxilina eosina (HE). Para aumentar a sensibilidade do teste

pode-se realizar analise de imunohistoquimica (Sampaio et al, 2008; Gomes et al, 2014).
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Exames de cultura in vitro e inoculacdo in vivo podem alcancar até 80% de
positividade, porém séo reservados para uso em pesquisas devido as dificuldades técnicas,
algumas técnicas apresentam ainda alta complexidade metodoldgica e alto custo (Veronesi et
al, 1999).

O diagndstico imunologico baseia-se em dois tipos de testes: teste intradérmico ou
reaca0 de Montenegro e teste soroldgico. A reacdo de Montenegro, idealizada por
Montenegro em 1926, € a mais utilizada. Avalia o grau de sensibilizacdo do hospedeiro ao
parasito por hipersensibilidade celular tardia ou retardada (tipo 4 de Gells e Coombs).
Consiste na injecdo intradérmica de 0,1 a 0,3 mL de solucdo fenolada de leptomonas
(preparado antigénico de promastigotas) na concentracdo de 2 a 3 milhées/mL na face interna
do braco. Apds 48 a 72 horas realiza-se a leitura do teste o qual é considerado postitivo
quanto uma enduracdo de 5 mm ou mais de didmetro se forma no local. Sua sensibilidade é
varidvel podendo chegar a 90% em alguns estudos, entretanto sua especificidade ¢é
relativamente baixa, 75%. A positividade do teste indica que o paciente foi sensibilizado ao
agente, mas ndo necessariamente que ele seja portador da doencga, pois 0 teste continua
positivo por muito tempo ap6s a cura clinica da leishmaniose pela instalacdo de uma
imunidade duradoura.  Nas primeiras 4 a 6 semanas de doenca, em pacientes
imunocomprometidos e na LCD podem apresentar resultados negativos e nas lesbes mucosas
a reacdo é geralmente exacerbada com papula de diametros elevados (Veronesi et al, 1999;
Sampaio et al, 2008; Gomes et al, 2014; Neves et al, 2011; Brasil, 2017).

Na andlise diagnostica, alguns testes sorolégicos sdo utilizados para avaliar a
imunidade humoral, detectando anticorpos anti-Leishmania. Entre eles pode-se utilizar a
imunofluorescéncia indireta (IFI), o ensaio imuno enzimatico (EIE) e o immunoblotting
(Western Blot). A IFI e o EIE sdo considerados testes de alta sensibilidade podendo obter
valores de até 90% em alguns estudos. Ja o Western Blot, apesar de poder apresentar
sensibilidade de 100% é uma técnica que necessita de estrutura laboratorial complexa e possui
alto custo o que dificulta a sua implantacdo como exame diagnostico de rotina. A técnica de
IFI é a mais disponivel comercialmente e apresenta-se positiva (titulos superiores a 1:40) em
até 70% dos pacientes com lesdo cutanea no primeiro ano da doenca e geralmente € negativa
nos casos de acometimento mucoso. Varios estudos demonstram que com o tratamento 0s
titulos de anticorpos declinam e alguns autores ainda consideram esse fato como um dos

critérios de cura da doenga, porém n&o o unico, onde a permanéncia de sua positividade, apds
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a terapia, poderia significar maior susceptibilidade ao desenvolvimento de lesbes mucosas
(Gomes et al, 2014; Brasil, 2017).

O tratamento de LTA foi introduzido no Brasil em 1912 por Gaspar Vianna com o
antimonial tartaro emético. Atualmente, a droga de primeira escolha € o antimonial
pentavalente, existente sob duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e
0 stibogluconato de sédio (Pentostam®), porém apenas o primerio estd disponivel
comercialmente no Brasil. O Glucantime® é considerado uma droga leishmanicida
interferindo na glicdlise e na oxidacdo de &cidos graxos. A OMS estipulou Glucantime®
como droga de primeira escolha no tratamento de todas as formas clinicas de leishmaniose e
padronizou a dose entre 10 a 20 mg Sb*™/Kg/dia (Sb* significando antimonial pentavalente)
por 20 dias para lesBes cutaneas e 20 mg Sh**/Kg/dia por 30 dias para leses mucosas. Cada
frasco de 5 ml de antimoniato de N-metilglucamina contém 405 mg de Sb™ e sua
administracdo se faz por via injetavel, muscular ou endovenosa (Gontijo et al, 2003; Ferreira
et al, 2012; Brasil, 2017).

N&o havendo cicatrizacdo completa da lesdo, em até 3 meses apds o término do
tratamento, o esquema pode ser repetido e ndo havendo resposta novamente deve-se optar por
uma droga de segunda escolha. As opc¢Oes existentes sdo a anfotericina B e as pentamidinas
(sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina). A anfotericina B € um antibidtico
poliénico utilizado apenas por via endovenosa com atividade leishmanicida tanto para
promastigotas in vitro quanto para amastigotas in vivo. E a droga de primeira escolha para
gestantes. A dose preconizada pelo Ministério da Saude é inicialmente 1 mg/kg/dia
diariamente ou em dias alternados até no maximo 50 mg em cada aplicacdo até atingir dose
total acumulada de 1 a 1,5 g para a forma cutanea e 2,5 a 3 g para a forma mucosa (Sampaio
et al, 2008; Brasil, 2017).

Outra opcdo como medicacdo de segunda escolha sdo as pentamidinas. Diaminas
aromaticas com eficacia contra grande numero de protozoarios patogénicos, de administracéo
intramuscular na dose de 4 mg/Kg/dia a cada dois dias até no maximo de 2 g como dose total.
No Brasil, a forma comercializada é apenas o isotionato de pentamidina com frasco contendo
300 mg do sal. Apesar de ser uma droga alternativa, existem poucos trabalhos sobre seu uso
no tratamento de LTA nas Américas. Alguns trabalhos demonstram ter um efeito curativo
inferior aos antimoniais e maior toxicidade (Sampaio et al, 2008; Neves et al, 2011; Ferreira
et al, 2012; Brasil, 2017).
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Depois de efetuado o tratamento, o Mistério da Saude recomenda acompanhamento
mensal por 3 meses para avaliar a cura, que € determinada apenas por critério clinico em
relacdo ao aspecto da lesdo cutdnea, como reepitelizacdo e regressao da infiltracdo e do
edema. Se apos este seguimento a cura for constatada, o paciente deve ser avaliado a cada
dois meses até completar 1 ano do tratamento. J& no caso de lesGes mucosas, O critério
curativo é definido pelo desaparecimento dos sinais e comprovagdo por exame
otorrinolaringoldgico até o sexto més apds o término da terapia. Alguns individuos curam
rapidamente, mesmo sem tratamento, outros permanecem meses com a lesdo em atividade e
lentamente cicatrizam, fato que pode ser explicado pelo aparecimento rapido ou lento de uma
resposta imune celular especifica contra o parasito. Na LC a incapacidade de estabelecer esta
resposta imunolodgica de forma eficiente associa-se a evolucao clinica e a resposta terapéutica
desfavoravel (Veronesi et al, 1999; Gontijo et al, 2003; Brasil, 2017).

O arsenal terapéutico atual contra LTA é bastante restrito. As medicacdes disponiveis
possuem via de administracdo injetavel, efeitos tdxicos, algumas com alto custo além de
necessitarem de tempo prolongado de uso para eliminar a infecgdo 0 que ocasiona em muitos

casos abandono da terapia (Ameen, 2010).

E importante ressaltar que todas as medicacdes usadas no tratamento da LTA possuem
inumeros e frequentes efeitos adversos ao individuo podendo, muitas vezes, limitar seu uso na
pratica clinica. Para os antimoniais, as reacdes mais comumente observadas sdo artralgia,
mialgia, inapeténcia, cefaléia, febre, vomitos, tontura, edema no local da aplicacdo, além de
cardio, nefro e hepatotoxicidade. Por serem abortivos séo contra-indicados em gestantes. Em
relacdo a anfotericina observam-se como efeitos colaterais mais frequentes a nausea, vomito,
febre, hipopotassemia, flebite no local da infuséo, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e
também cardio e nefrotoxicidade. A pentamidina também apresenta muitas reacbes como dor
e abscessos no local da aplicacdo, ndusea, vémito, tontura, mialgia, cefaléia, hipotensdo,
sincope, hipo e hiperglicemias transitorias (Gontijo et al, 2003; Kashani et al, 2007; Neves et
al, 2011).

A variagdo na eficicia de resultados dos farmacos no tratamento da leishmaniose
frequentemente dependem das diferengas na sensibilidade das espécies de leishménias as
drogas, do estado imunitario do paciente, das propriedades farmacocinéticas do medicamento
e das formas clinicas da doenga. Alguns estudos demonstram que a taxa de falha terapéutica

ao antimonial pode chegar a 20%. Somado a esses fatores, muitos estudos tem demonstrado a
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existéncia de resisténcia medicamentosa a todos os farmacos disponiveis para o tratamento,
porém ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo desenvolvido pelo patégeno para se tornar
resistente. A resisténcia primaria aos antimoniais pentavalentes pode ocorrer em até 14% dos
casos 0 que contribui muito para o insucesso terapéutico (Croft et al, 2006; Rojas et al, 2006;
Rodrigues et al, 2006; Firdous et al, 2009; Junior et al, 2016). Em 2009, Jeddi e colaboradores
descreveram a primeira sindrome de hipersensibilidade a droga, secundaria ao uso de
antimonial de meglumina. Ja ha descricédo de problemas relacionados também a qualidade dos
antimoniais disponiveis (Rath et al, 2003; Jeddi et al, 2009). Além de evidéncias de que 0
antimonio pentavalente seja reduzido in vivo a sua forma trivalente, que é muito tdxica,

justificando alguns efeitos colaterais observados (Lima et al, 2007).

Tendo em vista todos os problemas citados relacionados aos medicamentos
convencionais para o tratamento da LTA, formas alternativas de terapéutica menos
dispendiosas, com menor toxicidade, vias alternativas de administracdo das drogas, menor
tempo de uso e com baixa resisténcia tém sido testadas, dentre elas destaca-se a terapia
fotodinamica (TFD) (Garlo et al, 2003; Tardivo et al, 2005; Song et al, 2011; Peloi et al,
2011).

1.2 Terapia Fotodinamica

Considerada atualmente como uma nova modalidade médica terapéutica, a TFD é
definida pela inducdo da morte celular através de uma reacdo fotoquimica formada a partir da
combinacdo de luz visivel, farmacos fotossensibilizantes e oxigénio presente nos tecidos,
gerando formas toxicas de oxigénio que causariam a lise das células (Silva et al, 2009; Issa et
al, 2010).

Historicamente, o uso da TFD foi iniciado em 1900 por Oscar Raab pela observagéo
de que o corante acridina quando na presenca de luz causava rapidamente a inativacdo do
protozoario Paramecium caudatum, o que ndo ocorria com a acridina no escuro. Em 1903, a
descoberta realizada por Tappeiner levou a primeira aplicacdo clinica da TFD ao verificar a
diminuicdo da massa tumoral ap6s o uso do corante eosina em presenca de luz para o
tratamento de cancer de pele. Em 1904, este mesmo autor citou pela primeira vez o termo
“acdo fotodindmica” para designar este processo. Meyer-Betz, em 1912 injetou no proprio
corpo hematoporfirina e apenas ap0s expor seu braco a luz observou a acéo
fotossensibilizadora deste corante, devido ao intenso eritema local gerado, que o deixou

fotossensivel por dois meses. Em 1925, Policard observou que elevadas concentracdes de
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hematoporfirinas estavam presentes em tumores malignos e que na presenca de luz e oxigénio
se tornavam altamente toxicas ao tecido celular (Machado, 2000; Silva et al, 2009; Torezan et
al 2009; Issa et al, 2010; Lee et al, 2011).

Anos depois, em 1960 Lipson obteve sucesso no tratamento de cancer mamario ao
utilizar derivados de hematoporfirina e luz. No final dos anos 70, a TFD passou a ser
reconhecida como tratamento alternativo para neoplasias ap0Os trabalhos realizados por
Dougherty e seus colaboradores (Machado, 2000; Silva et al, 2009; Dougherty et al, 1991).
No Brasil, a experiéncia com TFD inciou em 1997 em Sao Paulo com a unido de profissionais
da Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, o Hospital Amaral Carvalho de Jal e da Escola de
Medicina da Universidade de S8o Paulo, Ribeirdo Preto, que com ajuda de colaboradores

internacionais iniciaram as atividades no pais (Bagnato et al, 2005).

O tratamento de TFD determina citotoxicidade, e para isto trés componentes sao
necessarios: luz, oxigénio e substancia fotossensibilizante. A técnica consiste na
administracdo de um agente fotossensibilizante de uso tépico ou sistémico, que necessita de
um intervalo de tempo para se acumular nos tecidos (minutos ou horas), com posterior
irradiacdo de luz, que deve possuir um comprimento de onda compativel com o espectro de
absorcdo maxima da substancia fotossensivel. O agente fotossensibilizador ligado a célula
alvo é ativado na presenca de luz, levando-o do repouso para um estado ativado (singlet) de
meia vida curta. Ap0Os sucessivas reacdes quimicas em cadeia, atinge o estado triplet de meia
vida mais longa que ao transferir energia para o oxigénio intracelular formam espécies
reativas de oxigénio (ROS), como o oxigénio singlet (*O,), altamente reativo que determina
um estresse oxidativo local culminando em morte celular por necrose ou apoptose (Machado,
2000; Macdonald et al, 2001; Silva et al, 2009; Torezan et al 2009).

Mechanism of Photodynamic Therapy
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Fonte: http://www.assignmentpoint.com/science/medical/photodynamic-therapy.html
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Vérias organelas da célula podem ser afetadas nesse processo, como os lisossomos, as
membranas plasmaticas, nucleo, reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi culminando na
alteracdo de permeabilidade da membrana plasmatica e do transporte entre 0 meio intra e
extracelular (Silva et al, 2009). Os ROS causam dano oxidativo dos lipidios, amino&cidos e
proteinas induzindo morte celular, porém acredita-se que o evento primordial na toxicidade da
TFD seja a alteracdo da funcdo mitocondrial por inibicdo da atividade enzimatica desta
organela (Torezan et al 2009). A fototerapia pode ainda causar morte celular de forma indireta
pelo dano ao endotélio vascular com consequente diminui¢do de aporte de oxigénio para o
tecido alvo, além de ativar o sistema imune local pela liberacdo de mediadores inflamatdrios
contribuindo para sucesso terapéutico. Nao ha descrito, até entdo, nenhum efeito mutagénico
dessa técnica sobre as células sadias (Machado, 2000; Silva et al, 2009; Torezan et al 2009;
ssa et al, 2010; Lee et al, 2011;).

Diversas fontes de luz podem ser utilizadas para ativar substancias
fotossensibilizadoras no tratamento com TFD. Podem ser divididas em trés grupos principais:
lampadas de diodo, lasers e lampadas de amplo espectro. As lampadas de amplo espectro
abrangem quase toda a luz visivel e inicio do infravermelho, produzem uma luz ndo-coerente.
Sua vantagem estad no baixo custo, porém a luz emitida apresenta varios comprimentos de
onda. Ao contréario das lampadas de amplo espectro, os lasers produzem uma iluminacao
coerente (unifasica) e unidirecional (raio colimado) e apenas um comprimento de onda
(monocromatico) que deve ser compativel com o espectro de absor¢do da substancia
fotossensivel. Varios tipos de laser podem ser usados para excitacdo da substancia
fotossensibilizadora como o de aluminio, nebnio, argbnio, diodo entre outros, porém o laser
padrdo para TFD é o de argbnio. Os LEDs (diodo emissor de luz), sdo condutores de energia
elétrica compostos por semi-condutores ligados entre si que quando energizados emitem luz
visivel a olho nu. Os LEDs sdo compactos, leves e requerem menos energia para produzir os
comprimentos de onda desejados de luz. Possuem uma poténcia inferior aos lasers, mas sdo
uma boa alternativa por terem custos bem acessiveis (Mang et al, 2004; Silva et al, 2009;
Torezan et al, 2009; Issa et al, 2010).

Para o tratamento de TFD os comprimentos de ondas utilizados devem estar entre 400
a 800 nm, intervalo chamado de janela terapéutica, onde h4 méxima penetracdo da luz nos
tecidos (transmitancia) (Silva et al, 2009). A profundidade de penetracdo do feixe de luz é
dependente do comprimento de onda utilizado, por exemplo, um comprimento de onda de 632
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nm é capaz de penetrar na pele em aproximadamente 6 mm, ja& comprimentos entre 400 a 500

nm penetram entre 1 a 2 mm (Machado, 2000; Issa et al, 2010).

A extensdo da toxicidade celular depende do tipo da substancia fotossensivel, da
concentracdo e localizacdo na célula (no meio intra ou extracelular), do tempo de
admininstracdo, da fonte de luz utilizada, do tempo de exposicao a luz e da disponibilidade de

oxigénio no tecido (Silva et al, 2009).

Para uma efeito terapéutico efetivo da TFD, além de uma fonte de luz é necessario
uma substancia fotossensibilizante, a qual deve ser capaz se de acumular nos tecidos e gerar
substancias toxicas para induzir morte celular. Tal substancia deve possuir um espectro de
absorcéo dentro da faixa do comprimento de onda da fonte de luz utilizada e atender a alguns
critérios como: alta pureza quimica, alto coeficiente de absorcao, capacidade de se localizar
especificamente no tecido alvo, meia vida curta, eliminacdo réapida do organismo,
citotoxicidade apenas na presenca de luz, auséncia de efeitos adversos sistémicos, nao ser
oncogénica, intervalo de tempo pequeno entre a administracdo e seu acimulo no tecido alvo e
alta capacidade de produzir produtos toxicos (oxigénio singlet) (Silva et al, 2009; Issa et al,
2010). A capacidade de se fixar seletivamente ao tecido lesado que as substancias
fotossensibilizantes possuem, ainda ndo estd totalmente esclarecida. Acredita-se que
alteragbes da permeabilidade da membrana plasmatica, drenagem linfatica reduzida e
aumento do numero e da permeabilidade dos vasos do tecido doente poderiam determinar essa
seletividade (Machado, 2000; Issa et al, 2010).

Os agentes fotossensibilizadores, de acordo com sua estrutura quimica, podem ser
classificados em: derivados da porfirina (hematoporfirina, banzoporfirina, acido 5-
aminolevulinico e metil-aminolevulinico), derivados da clorofila (clorinas e bacterioclorinas)
e os corantes. Os derivados da porfirina foram a primeira geracdo de fotossesibilizantes
usados em TFD, desenvolvidos nos anos 70 e 80 (Torezan et al, 2009; Silva et al, 2009) .
Porém no inicio, os compostos utilizados apresentavam elevado tempo de meia vida que
poderia chegar a 250 horas, além que causar uma fotossensibilizagdo cutanea muito longa que
exigia que o paciente se protegesse da luz por até 6 semanas e tempo elevado entre a
admininstracdo e seu acumulo no tecido alvo, de até 48 horas. Atualmente, utiliza-se com
maior frequéncia compostos de uso tépico como o acido aminolevulinico (ALA) e o metil-
aminolevulinico (MAL) considerados pré-farmacos que sdo convertidos em protoporfitirina

XIX, apresentam a vantagem de se concentrarem no tecido alvo em apenas 3 a 6 horas apos a
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administracdo e por serem de uso preferencialmente topico ndo causando sensibilizagdo

sistémica do paciente por longos periodos (Allison et al, 2004).

Uma desvantagem ao uso de ALA e MAL em TFD é o alto custo dos medicamentos,
ja que sdo medicacdes importadas. Na busca de novos compostos fotossensibilizantes, mais
baratos e facil acesso, o azul de metileno (AM) tem sido utilizado. O AM é um corante de
tiazina utilizado na medicina a mais de um século como anti-séptico de administracdo oral.
Atua seletivamente nas mitocondrias celulares e apresenta atividade antibacteriana,
antifingica, antiviral e antiparasitaria (Tardivo et al 2005; Peloi et al, 2008; Peloi et al, 2011).
Desde 1876 é utilizado para o tratamento de metahemoglobinemia devido ao seu potencial
oxidante que reduz a metahemoglobina em hemoglobina reduzida. E considerado uma
alternativa no tratamento da sindrome vasoplégica em cirurgia cardiaca pela sua atividade na
musculatura vascular além de ser usado como substancia fotossensibilizadora na TFD no
tratamento de varias neoplasias (Tardivo et al, 2005; Evora et al, 2009). Atualmente, vem
sendo empregado também para desinfeccdo de produtos sanguineos devido ao seu potencial
de fotoinativacdo viral, incluindo o virus do HIV. Além do baixo custo, o azul de metileno em
meio aquoso possui um espectro de absor¢do na regido da luz vermelha, com pico maximo
entre 664 e 666 nm compativel com a chamada janela terapéutica, o que favorece seu uso para
TFD (Floyd et al, 2004). Peloi, em 2008, ja havia demonstrado que o efeito antibacteriano e
antifngico do AM aumenta drasticamente ap6s a irradiagdo com LED vermelho (Peloi,
2008).

Uma diversidade de patologias podem ser tratadas com TFD em vérias especialidades
médicas, incluindo a urologia, pneumologia, neurologia, oftalmologia e cirurgia (van der
Snoek et al, 2008). Na dermatologia a utilidade mais difundida e estudada é para neoplasias
cutaneas como carcinoma basocelulares superficiais, linfomas cutaneos de células T, sarcoma
Kaposi e doenca de Bowen. Porém, a terapéutica € benéfica também em ceratoses actinicas,
acne, psoriase, verruga vulgar, fotoenvelhecimento, esclerodermia cutanea, onicomicose e

leishmaniose cuténea (Torezan et al, 2009; Lee et al, 2011).

A atividade leishmanicida da TFD foi descrita inicialmente por Gardlo em 2003 e
colaboradores que relataram o tratamento de um homem de 34 anos com multiplas lesbes de
LC por Leishmania donovani, na Libia. O paciente foi tratado previamente com
stibogluconato de sédio (Pentostam®) sem sucesso e com posterior tratamento de 5 lesdes

com associacdo de MAL com TFD usando luz vermelha (75 J/cm?) e 5 lesdes com
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paramomicina topica uma vez ao dia. A TFD foi realizada duas vezes por semana por 12
semanas e depois uma vez por semana por mais quatro semanas. Todas as lesbes tratadas com
TFD obtiveram cura clinica e histopatologica e sem recidiva ap6s 10 meses de
acompanhamento pés-tratamento e com excelente resultado cosmético. O fato confirma que a
TFD é um tratamento superior a paramomicina, com taxa de resposta completa de 93% versus
41% (Lee et al, 2011; Gardlo et al, 2003). No mesmo ano, 2003, Enk e colaboradores trataram
32 lesbes de LC por Leishamnia major em 11 pacientes israelenses com ALA-TFD com luz
vermelha (100 J/cm?) com melhora clinica e reduc&o significativa das lesées com 1 semana de
tratamento e eliminacdo de amastigotas em 31 lesdes (Enk et al, 2003; van der Snoek et al,
2008).

J& em 2004, Gardlo e colaboradores descreveram o tratamento de um homem na
Turquia com uma lesdo de LC de 3 meses de evolucdo no ombro esquerdo. Foi utilizado
MAL-TFD com iluminacdo vermelha (75 J/cm?) e obteve-se cura clinica apés 3 meses
(Gardlo et al, 2004). Em 2006, Asilian e Davami realizaram o primeiro trabalho placebo-
controlado sobre o uso de TFD em LC, realizado no Ird& com Leishmania tropica e
compararam o uso de ALA-TFD com luz vermelha (100 J/cm?) com o uso de paramomicina
topica. O grupo controle fez uso apenas de pomada a base de parafina. Apds 3 meses, 94%
das lesGes do grupo que realizou a terapia fotodindmica apresentaram cura completa versus
6% no grupo tratado com paramomicina, em que a cura foi apenas parcial. Histologicamente,
todas as amostras do grupo de TFD estavam livres de amastigotas versus 65% no grupo da

paramomicina e 20% no grupo placebo (Asilian et al, 2006; van der Snoek et al, 2008).

No Ird, em 2006, Ghaffarifar e colaboradores relataram o tratamento de LC por
Leishmania major de cinco individuos com ALA-TFD e luz vermelha (100 J/cm?) durante 4
sessOes. Apls duas semanas, 71% das lesdes apresentaram cura clinica e as demais lesdes
obtiveram reducdo de pelo menos 95%, sem recidiva ap6s 4 meses. No ano seguinte, Sohl e
colaboradores, realizaram o tratamento de LC na face por Leishmania tropica em um homem
de 57 anos. O paciente havia realizado terapia prévia com paramomicina tépica, itraconazol
oral e pentamidina intramuscular sem melhora, porém obteve cura apés uso de MAL-TFD
(100 J/cm?) (Ghaffarifar et al, 2006; Sohl et al, 2007).

Akilov e colaboradores, em 2007 realizaram um estudo para avaliar o efeito
parasiticida do ALA-TFD em lesdes de LC por Leishamnia major, realizado in vitro e in vivo.

No modelo in vivo, a terapia topica ALA-TFD mostrou boa eficacia em camundongos
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BALBI/c, com reducdo significativa da carga parasitaria e da lesdo, com diminuicdo intensa do
numero de macrofagos e aumento dos niveis de IL-6. Porém, o modelo in vitro nao
demonstrou efeito parasiticida sobre os amastigotas. Sugeriu-se que seria improvavel que o
bom resultado clinico tenha sido por morte direta das leishménias pela ALA-TFD, mas a
destruicdo inespecifica dos tecidos lesados com obstrucdo vascular e morte de macr6fagos
locais infectados (Akilov et al, 2007a).

Em 2011, Evangelou e colaboradores aplicaram ALA intralesional associado a TFD
(luz vermelha de 100 J/cm? = 45 mW/cm?) em uma lesdo de LC na face de um homem de 69
anos. O tratamento foi realizado 3 vezes em intervalos semanais e apds 3 meses a lesdo
apresentou reducdo de tamanho e sem evidéncia de infeccdo residual ao exame

histopatolégico (Evangelou et al, 2011).

Até o momento, existem poucos trabalhos relatando o uso de AM associado a TFD no
tratamento de LC. Song e colaboradores, em 2011, testaram, in vitro, 0 AM no escuro e
também ap0s irradiacdo em Leishmania amazonensis, concluindo que a citotoxicidade era
muito maior apés a irradiacdo e elevava-se com o aumento da concentracdo do AM. Neste
mesmo estudo realizaram o tratamento de um paciente com LC com AM intralesional
associado & TFD com LED (35 mW/cm?) e baixas doses de antimonial, com cicatrizagdo da
lesdo apos 1 semana da segunda dose de irradiacdo (Song et al, 2011). No mesmo ano, Peloi e
colaboradores, em 2011, avaliaram a eficacia do AM em LC com a infeccdo experimental em
hamsters com Leishmania amazonensis e TFD (LED de 12 J/cm?) 3 vezes por semana por 3
meses e constataram reducao, estatisticamente significativa, da espessura da pata infectada e
da carga parasitéaria do linfonodo regional (Peloi et al, 2011). Este mesmo grupo de estudo,
em 2015, demonstrou a eficadcia do AM topico versus intradérmico em hamsters infectados
experimentalmente com Leishmania amazonensis associado a TFD com LED (5 mW/cm?).
Os grupos tratados com AM foram comparados com controles tratados com anfotericina B e
controles ndo tratados. O grupo tratado com AM tdépico/TFD apresentou cicatrizacdo das
lesbes e diminuicdo significativa da carga parasitaria quando comparado ao controle nédo
tratado, porém sem diferencas significativas quando comparado ao controle tratado com
anfotericina B. O mesmo ndo ocorreu no uso de AM intradérmico/TFD, que foi ineficaz nos

paramentros avaliados (Sbeghen et al, 2015).

As desvantagens da TFD sdo minimas, dentre elas destacam-se a sensacdo de

queimacdo leve, discromias, eritema local, tempo prolongado de irradiacdo para algumas
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patologias e necessidade de equipamento especial. Todavia, ndo apresenta toxicidade
cumulativa, ndo gera resisténcia, baixo custo, facil aplicabilidade e sem necessidade de
internacdo hospitalar, configurando uma excelente técnica terapéutica atual (Enk et al, 2003;
Akilov et al, 2007a; van der Snoek et al, 2008).

JUSTIFICATIVA

Os farmacos empregados no tratamento da leishmaniose possuem elevada
toxicidade, via de administracdo injetavel, alto custo, necessidade de tempo prolongado de
uso e alguns casos relatados de resisténcia, 0 que muitas vezes ocasiona no abandono do

tratamento. Em funcéo disso, formas terapéuticas alternativas para LTA tém sido buscadas.

Na tentativa de proporcionar um tratamento seguro, de facil execucdo, rapido e com
menor nimero de efeitos colaterais e riscos inerentes a terapia convencional, alguns estudos

tém demonstrado a eficiéncia da TFD no tratamento da LTA.

Essa possibilidade nos motivou a desenvolver um trabalho no intuito de avaliar a
eficacia do tratamento para LTA com TFD usando o composto fotossensibilizante azul de
metileno e compara-la com as drogas usadas no tratamento convencional (Glucantime® e

anfotericina B).

OBJETIVOS
GERAL
Avaliar a associacdo da terapia fotodinamica com aplicacdo tdépica de azul de
metileno com as drogas da terapia convencional para leishmaniose tegumentar americana

(Glucantime® e anfotericina B).

ESPECIFICOS
Avaliar a eficacia do tratamento com terapia fotodindmica usando o azul de
metileno em lesbes induzidas experimentalmente em camundongos infectados com

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Comparar a eficacia da terapia fotodindmica com azul de metileno ao tratamento

injetavel convencional com Glucantime® nos camundongos infectados.
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Comparar a eficicia do tratamento com terapia fotodindmica com azul de metileno

ao tratamento injetavel convencional com anfotericina B nos camundongos infectados.

Avaliar a eficidcia do tratamento simultdneo de Glucantime® com terapia

fotodindmica usando o fotossensibilizante azul de metileno tépico nos animais infectados.

Avaliar a eficacia do tratamento simultdneo de Anfotericina B com terapia

fotodindmica usando o fotossensibilizante azul de metileno topico nos animais infectados.
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TERAPIA FOTODINAMICA PARA O TRATAMENTO DE LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA: AVALIACAO DA ASSOCIACAO DE TERAPIAS
EM CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM Leishmania

(Leishmania) amazonensis

RESUMO

Fundamentos: A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa
causada por protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas. Atualmente, 0s
medicamentos disponiveis para o tratamento sdo injetaveis, com muitos efeitos colaterais,
esquema longo de tratamento e com possibilidade de resisténcia medicamentosa. Deste modo,
terapias alternativas tém sido avaliadas, entre elas a terapia fotodindmica (TFD). Objetivo:
Avaliar a eficacia da terapia fotodindmica isoladamente e em associacdo com 0S
medicamentos de referéncia para o tratamento de LTA. Metodologia: Camundongos BALB/c
foram infectados experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis na pata
posterior direita e divididos em 6 grupos: Gluc+TFD tratados com Glucantime® e TFD com
azul de metileno (AM)/LED vermelho (diodo emissor de luz), Gluc tratados com
Glucantime®, TFD tratados com TFD com AM/LED vermelho, Anfo+TFD tratados com
anfotericina e TFD com AM/LED vermelho e Anfo tratados com anfotericina, Controle
infectados e ndo tratados. Dois ciclos de tratamento foram realizados. Apds 165 dias da
infeccdo determinou-se a carga parasitaria. Resultados: N&o observou-se diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre as medidas de volume e espessura das patas
infectadas nos grupos tratados quando comparados ao grupo controle. Porém houve redugédo
significativa (p<0,05) na carga parasitaria do linfonodo popliteo dos grupos Gluc+TFD,
Gluc, TFD e Anfo quando comparado com o grupo Controle (p>0,05). Concluséo: Os
resultados mostram que apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significativa (p>0,05) nas
avaliacdes fisicas da pata houve uma tendéncia de queda das medidas no grupo Gluc+TFD,
como pode ser observado especialmente nos dados de volume e corroborado pela negativagédo
da carga parasitaria (p<0,05).

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Azul de metileno; Leishmaniose cutanea; Leishmania
(Leishamania).

ABSTRACT

Fundamentals: American tegumentary leishmaniasis (ATL) is an infectious disease caused
by protozoan parasites of the genus Leishmania that affects the skin and mucous. Currently
available drugs for treatment are injectable, with side effects, long-term treatment regimen
and the possibility of drug resistance. Thus, alternative therapies have been tested, including
photodynamic therapy. Objective: to assess the effectiveness of photodynamic therapy on its
own and associated with drugs prescribed for the treatment of ATL. Methodology: BALB/c
mice were infected with Leishmania amazonensis and divided into 6 groups: Gluc+PDT
treated with Glucantime® and photodynamic therapy (PDT) with methylene blue (MB)/red
LED (light-emitting diode); Gluc treated with Glucantime®; PDT treated with PDT with
MB/red LED; Ampho+PDT treated with Amphotericin and PDT with MB/red LED; and
Ampho treated with Amphotericin; Control which were infected but not treated. Two
treatment cycles were performed. After 165 days of infection, the parasite load was
determined. Results: There were no statistically significant differences (p> 0.05) between
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measures of volume and thickness of the infected footpads in the treated groups when
compared with the Control group. However, there was a significant reduction (p <0.05) in the
parasitic load of the popliteal lymph node of the Gluc+PDT, Gluc, PDT and Ampho groups
when compared with the Control group (p> 0.05). Findings: The results showed that
although there is no significant difference (p>0,05) in the evaluations of footpad size
(thickness and volume), there is a downward trend of measurements in the group Gluc+PDT,
as can be observed by volume data and by parasite load negative (p<0,05).

Key words: Photodynamic therapy; Methylene blue; Cutaneous leishmaniasis; Leishmania

(Leishmania).

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria considerada pela Organizagédo
Mundial de Saude (OMS) como uma das maiores endemias mundiais e uma das seis doencas
infecciosas mais importantes, pelo seu alto coeficiente de detecgéo e por sua alta capacidade
de produzir deformidades. Estima-se que 12 milhGes de pessoas estejam infectadas em todo
mundo e 350 milhdes estejam expostas ao risco de adoecer.™??

No Brasil a leishmaniose tegumentar (LT) é endémica, representando a segunda
doenga tropical de maior prevaléncia. Ocorre mais frequentemente nas regides Norte e
Nordeste. No Sul, o Parana é o estado que detém maior nimero de casos.’

A LT é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania que acomete clinicamente a pele e mucosas. Apresenta-se
com as formas clinicas: cutanea (LC), cutdneo-mucosa (LCM) e cuténea difusa (LCD). A
forma cuténea é a apresentacdo mais comum, responsavel por mais de 90% dos casos no
Brasil.> Estima-se que de 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam lesdo mucosa.”

Atualmente, todos os medicamentos disponiveis no Brasil para o tratamento da
leishmaniose séo injetaveis, de administracdo intramuscular ou endovenosa. Os farmacos
usados sdo os antimoniais pentavalentes (primeira escolha), anfotericina B e pentamidina
(segunda escolha).”> Entretanto, essas farmacos possuem efeitos colaterais graves, como
cardiotoxicidade,  pancreatite, leucopenia, trombocitopenia,  hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade, aléem de necessitarem de tempo prolongado para eliminar a infecgdo o que
ocasiona em muitos casos o abandono da terapia.®” #1112 Além dos efeitos adversos
graves, os relatos da existéncia de resisténcia primaria e secundaria ao antimonial também

pode contribuir para o insucesso do tratamento da LT.?
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Tendo em vista a toxicidade, via de administracdo injetavel, custo e resisténcia dos
medicamentos, somados ao tempo prolongado do tratamento, formas alternativas de
terapéutica tém sido testadas. Dentre estas, a terapia fotodinamica (TFD).>#1>16

A TFD baseia-se na aplicacdo de uma substancia fotossensivel (colorida) na leséo
alvo, que ao receber luz em comprimento de onda adequado, € ativada e desencadeia uma
série de reacdes na presenca de oxigénio molecular, resultando na producdo de espécimes
reativas de oxigénio, que levam & morte celular e & destruicdo do tecido doente.*” A presenca
simultanea de luz, agente fotossensibilizador e oxigénio é fundamental para a TFD."

Atualmente a TFD é usada na area médica principalmente para o tratamento de
tumores e algumas doencas benignas dermatoldgicas, como verrugas virais recalcitrantes,
onicomicoses, acne, fotoenvelhecimento e psorfase.*®

Os fotossensibilizantes podem ser corantes, que sdo substancias fotossensiveis
usualmente ndo toxicas para aplicacéo tdpica, caracterizada por alta capacidade de absorver a
luz visivel. Alguns desses compostos sdo capazes de induzir ou participar de reacgdes
fotoquimicas, o que os tornam agentes terapéuticos.’® Um exemplo é o azul de metileno
(AM), usado na pratica médica h4 muitos anos no tratamento da metahemoglobinemia,
malaria e como anti-séptico urinario, na auséncia de luz. O AM possui acdo bacteriostatica,
atividade sobre a musculatura vascular, efeito antiviral, antifingico.?>** Adicionalmente, o
AM quando é excitado por luz vermelha, produz oxigénio “singlet”. Apresenta ainda, a
vantagem de ter baixo custo, ser de facil aquisicdo e causar poucos danos ao paciente.’®

Recentemente, estudos tém demonstrado a eficacia da terapia fotodindmica no
tratamento da LT.2**??2*2 Um dos primeiros relatos de TFD para LC foi realizado por
Gardlo et al, (2003) em um homem de 34 anos com mudltiplas lesGes de LC por Leishmania
donovani, na Libia. O paciente foi tratado previamente com stibogluconato de sddio
(Pentostam®) sem sucesso e com posterior tratamento de 5 lesdes com associagdo de metil-
aminolevulinico (MAL) com TFD usando luz vermelha (75 Jicm?) e 5 lesbes com
paramomicina topica uma vez ao dia. A TFD foi realizada duas vezes por semana por 12
semanas e depois uma vez por semana por mais quatro semanas. Todas as lesdes tratadas com
TFD obtiveram cura clinica e histopatologica e sem recidiva ap6s 10 meses de
acompanhamento pos-tratamento e com excelente resultado cosmético. Este fato confirma que
a TFD é um tratamento superior a paramomicina, com taxa de resposta completa de 93%

versus 41%. *°
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Trabalhos tém demonstrado a resolugdo completa da leséo de LC, a diminuicdo do
numero de parasitos nas lesdes e a cessdo da atividade leishmanicida para formas amastigotas
e promastigotas.'**?* O efeito favoravel da TFD na LT deve-se ndo somente ao efeito
parasiticida direto, mas também a ativacdo do sistema imunoldgico, com liberacdo de fator de
necrose tumoral, aumento da expressao de moléculas de adesao e aumento de interleucina 6.%

Dentre os trabalhos que demonstraram beneficio do uso da TFD no tratamento de LC,
a maioria utilizou como agente fotossensibilizante um percursor porfirinico (acido
aminolevulinico ou metil-aminolevulinico) e como fonte de luz o laser.?***?7%% Como esses
percursores e a fonte de luz utilizados sé&o de alto custo e tendo em vista que uma grande
porcdo dos casos de LC ocorre em paises subdesenvolvidos, tem-se testado o uso de corantes
como o0 AM como agente fotossensibilizante e do LED como fonte luminosa. Peloi e col.
(2011) e Sbeghen e col. (2015) utilizaram o AM tdpico associado ao LED vermelho para
tratamento de LC obtendo diminuic&o da espessura da lesdo e da carga parasitéria.'®

Até o0 momento ndo foi avaliado o uso “in vivo” a TFD utilizando o LED como fonte
de luz e 0 AM como agente fotossensibilizante em associagdo com os medicamentos de
referéncia. Neste trabalho foram avaliadas as associacdes da TFD com LED e AM, com
Glucantime® e Anfotericina B em animais experimentalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) amazonensis.

2. METODOS
2.1. Parasitos

Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016) foi mantida em
camundongo, pela inoculagdo de 10’ parasitos nas patas posteriores. Os animais foram
sacrificados apds anestesia usando cloridrato de quetamina (160 mg/ kg) e xilazina (50
mg/kQg), via intraperitoneal. Fragmentos do linfonodo popliteo regional dos animais infectados
foram extraidos e inoculados, assepticamente, em meio de cultura 199 (Gibco, New York,
NY, EUA), pH 7.2, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado pelo calor
(Gibco, New York, NY, EUA), 1% urina humana esteril, 20 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha), 100 Ul/mL penicilina G (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemanha) e 100 pg/mL sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a
25°C em camara incubadora B.O.D. (Logen Scientific, Brasil). As culturas do protozoario

foram mantidas por repiques semanais.
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2.2. Animais

Para o experimento de infeccdo foram utilizadas fémeas de camundongos BALB/c, com 90
dias de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringd (UEM).
Durante o experimento os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de
Imunologia (UEM) em mini-isoladores em racks ventiladas (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil)
com temperatura controlada, ciclos de claro/escuro e barreiras ambientais. Os animais foram
sedados com uma combinacdo de xilazina (16 mg/kg) e quetamina (80 mg/kg) antes do
procedimento de infec¢do. Ao fim do tratamento, para a obtencdo de material bioldgico, os

animais foram eutanasiados por aprofundamento da anestesia.

2.3. Produtos quimicos

O azul de metileno (AM, CiH15CIN3S3H,0, MW 373.90 g mol™t) foi preparado a
0,5% (m/v) em solucdo aquosa. O Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina, Sanofi
Aventis, Sao Paulo, Brasil) e a Anfotericina B (Cristélia, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados

como tratamentos de referéncia.

2.4. Sistema de iluminacéo

Foram montados dois sistemas de iluminacdo, constituidos de uma placa de LED
vermelho formada por 6 fileiras de unidades de LED com comprimento total de 75 cm e
largura de 3 cm, presa por um suporte de madeira nas laterais da placa, distando 4 cm (no
primeiro sistema) e 1 cm (no segundo sistema) do LED. Entre os LEDs e as patas dos animais
colocou-se acima uma tela metélica para apoio do animal. Para individualizar o tratamento,
separou-se cada animal em compartimentos de 15 cm utilizando tubos de PVC (Policloreto de

polivinila) com aberturas de 3 cm de diametro (Figura 1).

A irradidncia do primeiro sistema foi 2,63 x 103 uWatt /cm?2 e no segundo sistema 4,27
X 10*> uWatt/cm?. O espectro de emissdo de LED (mé&ximo 663 nm) foi obtido num
espectrofluorémetro Varian-Cary Eclipse (Agilent Technologies, EUA) e as poténcias de luz
foram medidas por um Medidor de Poténcia de Laser Portatil (Edmund Optics Inc., EUA). O
espectro de absor¢do do AM (maximo 665 nm) foi registrado no espectrofotémetro modelo

Varian Cary 50.
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2.5. Infecgéo experimental

Os animais foram infectados com inoculagio intradérmica contendo 5 x 10° formas
promastigotas, em fase exponencial de crescimento, de Leishmania (Leishmania)
amazonensis em 100 pL de solucdo salina (0,9% NaCl, p/v) no coxim plantar da pata
posterior direita. Os animais foram examinados semanalmente para avaliagdo do
desenvolvimento das lesdes (Figura 2).

Os animais foram divididos em 6 grupos: Grupo Gluc+TFD (n=5): tratados com
Glucantime® (100 mg/kg/dia = 28 mg Sb**/kg/dia) por via intraperitoneal (IP) por 20 dias (5
vezes por semana por 4 semanas) e terapia fotodindmica apds aplicacdo topica de AM; Grupo
Gluc (n=5): tratados com Glucantime® (100 mg/kg/dia = 28 mg Sb*°/kg/dia) por via
intraperitoneal por 20 dias (5 vezes por semana por 4 semanas); Grupo TFD (n=4): tratados
com terapia fotodindmica ap6s aplicacdo tdpica de AM; Grupo Anfo+TFD (n=4): tratados
com anfotericina B (5 mg/kg/dia) por via intraperitoneal por 20 dias (5 vezes por semana por
4 semanas) e terapia fotodindmica apds aplicacéo tépica de AM; Grupo Anfo (n=4): tratados
com anfotericina B (5 mg/kg/dia) por via intraperitoneal por 20 dias (de segunda a sexta-feira)

e Grupo Controle (n=3): infectados e ndo tratados; .

2.6. Tratamento dos animais infectados

O tratamento foi realizado em 2 ciclos.

Para o primeiro ciclo utilizou-se o primeiro sistema de iluminacdo e ap6s o
desenvolvimento das lesdes (aproximadamente 45 dias apds a infecgdo) os seis grupos foram
tratados. Neste ciclo, o contato do AM com as lesdes durou 30 minutos com sequente
irradiacdo com LED vermelho por 30 minutos, realizado 2 vezes por semana durante 4
semanas.

Apbs 105 dias da infeccdo, os grupos Gluc+TFD, TFD e Anfo+TFD foram submetidos a
um segundo ciclo de tratamento, no qual utilizou-se o segundo sistema de iluminacdo
acrescido de maior tempo de contato do AM com a leséo (1 hora) e maior tempo de irradiacéo
(1 hora). Os grupos foram irradiados mais frequentemente neste segundo ciclo, 3 vezes por
semana durante 4 semanas. Neste ciclo de tratamento nenhuma medicacédo intraperitoneal foi

aplicada.

2.7. Avaliaco da evolucéo das lesbes
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Para avaliacdo do primeiro ciclo de tratamento, as lesdes foram examinadas a cada 2
semanas (iniciando ap6s 30 dias da infeccdo e terminando ap6s 90 dias da infec¢do), para
mensuracdo da espessura e volume de ambas as patas posteriores, por uso do paquimetro
(Mitutoyo, Japéo) e do plestimdmetro (Ugo Basiel S.R.L., Italia), respectivamente.

Para a avaliacdo do segundo ciclo de tratamento, realizou-se uma nova afericdo dos
parametros acima citados com 135 dias apos a infeccdo (apds o término do segundo ciclo de
tratamento). A espessura e volume da lesdo foram calculados pela diferenca entre a pata

infectada e ndo infectada.

2.8 Determinacédo da carga parasitaria

A quantificacdo de parasitos na lesdo, no baco e no linfonodo regional dos animais foi
realizada (165 dias apds infeccdo), segundo metodologia descrita anteriormente por Buffet e
col. com modificacdes.®**? O baco, a lesdo e o linfonodo popliteo de cada animal foram
retirados assepticamente, pesados e macerados em disruptor de células em meio de cultura
199 (Gibco, New York, NY, EUA) pH 7.2, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino inativado pelo calor (Gibco, New York, NY, EUA), 1% urina humana estéril, 20 mM
L-glutamina (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha), 100 Ul/mL penicilina G
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha) e 100 pg/mL sulfato de estreptomicina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As suspensdes foram diluidas a partir de ¥ na razéo
de 2 em placa de cultura de células com 96 pocos. As placas foram incubadas a 25°C. Foram
realizadas leituras em microscopio de luz invertida (Olympus, New York, NY, EUA) com 7,
14, 21, 28 dias de incubacdo. Cada poco foi examinado buscando-se promastigotas viaveis,
considerando-se como titulo a maior diluicdo em que pelo menos um parasito foi encontrado.
O experimento foi realizado em duplicata. O célculo da carga parasitaria (nimero de
parasitos/grama de tecido) foi dado pela razdo entre a média geométrica da reciproca dos
titulos positivos e a massa dos 6rgdos (g) multiplicada por 53 que € a fracdo da suspenséao de

cada 6rgdo inoculado no primeiro poco da placa.

2.9. Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo Software Biostat 5.3. A avaliagdo de normalidade foi
realizada pelo teste Lilliefors. Considerando a distribui¢cdo normal, os valores de volume e
espessura foram analisados pelo teste “t” de Student. A analise da carga parasitaria foi feita

pela ANOVA. Foi considerado nivel de significancia estatistica de 5%.
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2.10. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com protocolos aprovados pelo
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual
de Maringa. O projeto foi submetido ao Comité e aprovado conforme parecer 158/2013 de
17/11/2013.

RESULTADOS
No inicio do primeiro ciclo de tratamento, com 45 dias apds a infec¢do, notou-se que
as lesdes ndo apresentavam diferencas significativas em relacdo a sua espessura e volume

(p>0,05), demonstrando que os grupos ndo eram diferentes entre si (Figura 3 e 4).

Ao comparar o inicio e término do primeiro ciclo de tratamento (45 e 75 dias apos a
infeccdo) nota-se reducdo de volume, comparando os grupos Gluc+TFD, Gluc, Anfo+TFD e
Anfo com o grupo Controle, porém essa diminuicdo ndo foi estatisticamente significativa
(p>0,05). Ao final do primeiro ciclo de tratamento ndo houve diferenca significativa (p>0,05)

do volume das les6es de nenhum dos grupos tratados em relacdo ao controle (Figura 3).

Ao analisar as medidas de volume da pata entre o inicio e término do segundo
tratamento (90 e 135 dias apds a infeccdo) verificou-se reducdo de volume na comparagdo das
curvas do grupo controle com o grupo Gluc+TFD, porém essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p>0,05), e também nota-se aumento de volume das lesdes dos
animais do grupo TFD em relagdo ao grupo controle (p>0,05). Com 135 dias (término do
segundo tratamento) nenhum dos grupos tratados apresentou reducéo significativa de volume

da lesdo quando comparado com o grupo controle (p>0,05) (Figura 3).

Em relacdo a medida de espessura da lesdo, antes e apds o primeiro ciclo de
tratamento, nota-se reducdo ao comparar o grupo controle com os grupos Gluc+TFD e Gluc,
porém essa reducdo ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05), e aumento da espessura da
lesdo nos grupos Anfo, Anfo+TFD e TFD. Ao final do primeiro tratamento ndo houve
reducdo significativa de espessura da lesdo em nenhum dos grupos tratados quando

comparados ao grupo controle (p>0,05) (Figura 4).

No segundo ciclo de tratamento (medidas entre 90 e 135 dias apos a infec¢do) notou-

se aumento de espessura das lesdes em todos os grupos. Apds o término deste ciclo de
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tratamento (135 dias ap6s a infeccdo) ndo houve redugdo da espessura da lesdo em nenhum

dos grupos tratados quando comparados ao grupo controle (p>0,05) (Figura 4).

Na anélise da quantificacdo da carga parasitaria nos diferentes tecidos, observou-se
que no linfonodo popliteo ocorreu diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
compara-se o0 grupo controle com os grupos Gluc+TFD, Gluc, TFD e Anfo, o que nédo foi
observado quando comparado o grupo controle com o grupo Anfo+TFD (p>0,05). Nos
demais tecidos, bago e pata com leséo, os valores ndo demonstraram diferenca significativa

em relacdo ao controle (p>0,05) (Figura 5).

DISCUSSAO

Atualmente, todos os medicamentos disponiveis no Brasil para o tratamento da
leishmaniose sdo de administracdo intramuscular ou endovenosa. Os farmacos usados sdo 0s
antimoniais pentavalentes (primeira escolha), anfotericina B e pentamidina (segunda escolha).
Porém, estes farmacos podem causar muitos efeitos colaterais, possuem esquema longo de
tratamento e a necessidade de via de administracdo injetavel.> Tendo em vistas essas
dificuldades terapéuticas somadas a resisténcia medicamentosa, outras terapias alternativas
para a leishmaniose cutanea tém sido avaliadas, entre elas o uso da terapia

fotodinamica.5141>16

Varios outros trabalhos demonstraram beneficio do uso da TFD no tratamento de LC,
porém a maioria utilizou como agente fotossensibilizante um percursor porfirinico (&cido
aminolevulinico ou metil-aminolevulinico) e como fonte de luz o laser.?*?"%2 Como esses
percursores e a fonte de luz utilizados séo de alto custo e tendo em vista que uma grande
porcao dos casos de LC ocorre em paises subdesenvolvidos, tem-se testado o0 uso de corantes
como o AM como agente fotossensibilizante e do LED como fonte luminosa. Peloi et al
(2011) e Sheghen et al (2015) utilizaram o AM tdpico associado ao LED vermelho para

tratamento de LC obtendo diminuic&o da espessura da lesdo e da carga parasitéria. ***°

Neste trabalho, avaliamos a associacdo da TFD/LED com os medicamentos de
referéncia no tratamento de LC, e observamos uma reducédo de espessura e volume das lesbes
em alguns dos grupos tratados, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa

(p>0,05). No entanto, houve reducdo significativa da carga parasitaria no linfonodo regional
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dos grupos Gluc+TFD, Gluc, TDF e Anfo comparados ao grupo controle, sem tratamento
(p<0,05).

Os grupos Gluc+TFD e Anfo+TFD, apesar de terem reduzido a lesdo apos o
tratamento (total de 20 injecGes IP), ndo conseguiram manter esta reducao apds o término do
primeiro esquema terapéutico, pois ocorreu aumento consideravel e abrupto da lesdo apo6s o
término do primeiro ciclo (75 dias) e as afericbes com 90 dias (Figura 3). As doses, nimeros
de injecOes e via de administracdo usados sdo semelhantes aos utilizados em outros trabalhos

que obtiveram sucesso terapéutico,*®3334

porém o numero total de sessdes de TFD foi de
apenas de 8 no primeiro ciclo de tratamento e 12 no segundo ciclo de tratamento, o que
diferiu de outros experimentos que realizaram um total de 36 sessfes de irradiacdo, além de
utilizarem hamsters e ndo camundongos como neste estudo.*®* Deste modo, acreditamos que
um tratamento mais prolongado com TFD poder& contribuir para uma maior reducdo do

volume e espessura das lesdes.

Como observado nas figuras 3 e 4, o grupo Anfo+TFD, ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo as medidas de volume e espessura das patas quando comparado ao
grupo controle. Uma hipoétese seria pelo fato da anfotericina B (composto organico), por ser
um antifangico da classe dos polienos e possuir uma por¢do de dupla ligacdes de carbono, ser
um alvo excelente para o oxigénio singlete (*O,) gerado na reacéo (figura 6). O 'O, formado
na TFD é altamente oxidante e ataca duplas ligac6es e anéis conjugados, desta forma ele seria
consumido no ataque a anfotericina B e ndo para eliminacdo dos protozoarios, diminuindo o
poder terapéutico desta quimioterapia e também a atividade fotodindmica. O que ndo ocorre
com o antiménio pentavalente (composto inorganico) provavelmente devido ao seu poder

oxidativo ser alto (figura 7).

Os resultados detectados no grupo TFD ndo confirmaram os resultados encontrados
em estudos anteriores.®*® Fato que pode ter sido influenciado pela distancia da fonte de
iluminacdo até a lesdo, pela frequéncia da irradiacdo e nimero total de sessdes para o
tratamento. Peloi et al (2011) e Sbeghen et al (2015) avaliaram o uso da TFD com AM em
hamsters infectados experimentalmente. A fonte de irradiagdo utilizada estava localizada
proxima a leséo, a frequéncia de irradiacdo aplicada foi de 3 vezes por semana num total de 3
meses de tratamento com obtenco de reduco significativa no tamanho das lestes.’®** Neste
trabalho, foi realizado dois ciclos de tratamentos com dois modelos de iluminacdo distintos,

no primeiro usou-se o LED distando 4 cm da lesdo, irradiacdo por 30 minutos, duas vezes por
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semana por 4 semanas e no segundo, utilizou-se o LED distando 1 cm da leséo, irradiacdo por
1 hora, 3 vezes por semana por 4 semanas. Acreditamos que apds as mudancas realizadas no
segundo sistema os resultados ndo foram satisfatérios pois a lesdo ja se encontrava em
evolugdo adiantada. O sistema de iluminagdo usado, diferiu dos utilizados em trabalhos
prévios’®*®, por néo necessitar anestesiar os animais a cada tratamento, evitando estresse para
0s camundongos e risco de Obito secundario ao uso das drogas, porém neste sistema o animal
fica em movimento continuo o que pode ter influenciado no angulo de incidéncia do LED e

no tempo total de absorcdo da luz pelo AM na lesé&o.

Os resultados apresentados mostram que apesar de nédo ter sido encontrado diferencas
significativas nas avaliacbes da pata (espessura e volume), houve uma tendéncia de menor
crescimento como pode ser observado especialmente nos dados de volume. Pode-se
considerar as medidas de volume mais fidedignas que as de espessura, pois Sd0 menos
influenciadas pelo grau de ulceracdo da lesdo. Na avaliacdo desse parametro, 0 grupo
Gluc+TFD sempre apresentou menores volumes de lesdo em comparacdo ao controle, ao
final do primeiro ciclo de tratamento (75 dias apés a infeccdo) e também ao final do segundo
ciclo de tratamento (135 dias apds a infeccdo). Esta constatacdo é corroborada pela

negativacdo da carga parasitaria em todos os 6rgdos analisados de todos os animais deste

grupo.

CONCLUSAO

Estas observacdes, no nosso ponto de vista, indicam a possibilidade do uso da
associacdo do Glucantime® com a terapia fotodindmica no intuito de reduzir o tempo de
tratamento ou a dose do Glucantime®, medicacdo de primeira escolha no tratamento de LT,
com consequente reducdo dos riscos de efeitos colaterais. No entanto, novos estudos devem
ser complementados para avaliar a utilizacdo de diferentes doses e tempo de tratamento com o
Glucantime®, bem como a periodicidade, tempo de irradiacdo e nimero total de sessbes da

TFD com AM para obtencéo da cura clinica das lesdes de LC.
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Figura 1. Sistema de iluminacdo composto por uma placa de LED vermelho formada por
6 fileiras de LEDs com comprimento de 75 cm e largura de 3 cm, presa por um suporte de
madeira nas laterais da placa onde colocou-se acima uma tela metélica para apoio do
animal. (A) Sistema de iluminacdo utilizado para o primerio ciclo de tratamento com a
placa de LED distando 4 cm (LED apagado); (B) Sistema de iluminagdo do primeiro ciclo
de tratamento com LED ligado; (C) Sistema de iluminacéo utilizado para o segundo ciclo
de tratamento com a placa de LED distando 1 ¢cm (LED apagado); (D) Sistema de
iluminacdo utilizado para o segundo ciclo de tratamento (LED ligado). (E) Para
individualizar o tratamento, separou-se cada animal em compartimentos de 15 cm
utilizando tubos de PVC (Policloreto de polivinila) com aberturas de 3 cm de diametro.
(F) Detalhe monstrando o compartimento individualizado para o tratamento com o animal
e LED ligado.
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Figura 2. Fluxograma do experimento. Procedimentos realizados desde a infecgdo dos
animais (dia 0) até a determinacéo da carga parasitaria com 165 dias apés a infecgéo.
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Figura 3. Evolugdo do volume das lesBes das patas de camundongos infectados com L. (L.)
amazonensis. Os camundongos foram infectados com inoculacdo intradérmica contendo
5x10° de formas promastigotas de L. amazonensis no coxim plantar da pata posterior direita
e divididos em 6 grupos para tratamento. Grupo Gluc + TFD (n=5) tratados com
Glucantime® (IP) e TFD-LED vermelho e azul de metileno em solugdo aquosa topico,
Grupo Gluc (n=5) tratados com Glucantime® (IP), Grupo TFD (h=4) tratados com TFD-
LED vermelho e azul de metileno tépico, Grupo Controle (n=3) com animais infectados e
nao tratados, Grupo Anfo + TFD (n=4) tratados com anfotericina (IP) e TFD-LED vermelho
e azul de metileno tépico e Grupo Anfo (n=4) tratados com anfotericina (IP). As
mensuragOes foram realizadas utilizando o plestimémetro. O volume das lesdes foi calculado
pela diferenga ente o volume da pata infectada e ndo infectada, em comparagdo com o grupo
controle (p>0,05).
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Figura 4. Evolucéo da espessura das lesfes das patas de camundongos infectados com L.(L.)
amazonensis. Os camundongos foram infectados com inoculagéo intradérmica contendo
5x10° de formas promastigotas de L. amazonensis no coxim plantar da pata posterior direita
e divididos em 6 grupos para tratamento. Grupo Gluc + TFD (n=5) tratados com
Glucantime® (IP) e TFD-LED vermelho e azul de metileno em solugdo aquosa topico,
Grupo Gluc (n=5) tratados com Glucantime® (IP), Grupo TFD (n=4) tratados com TFD-
LED vermelho e azul de metileno tépico, Grupo Controle (n=3) com animais infectados e
nao tratados, Grupo Anfo + TFD (n=4) tratados com anfotericina (IP) e TFD-LED vermelho
e azul de metileno tdépico e Grupo Anfo (n=4) tratados com anfotericina (IP). As
mensuracOes foram realizadas utilizando o paquimetro. A espessura das lesdes foi calculada
pela diferenga entre a espessura da pata infectada e ndo infectada, em compara¢do com o
grupo controle (p>0,05).
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Figura 5. Quantificagdo da carga parasitaria em baco, linfonodo popliteo e lesdo da pata de
camundongos infectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados com
inoculagdo intradérmica contendo 5x10° de formas promastigotas de L. amazonensis no
coxim plantar da pata posterior direita e divididos em 6 grupos para tratamento. Grupo
Gluc + TFD (n= 3) tratados com Glucantime® (IP) e TFD-LED vermelho e azul de
metileno em solugdo aquosa topico, Grupo Gluc (n=3) tratados com Glucantime® (IP),
Grupo TFD (n=3) tratados com TFD-LED vermelho e azul de metileno topico, Grupo
Controle (n=2) com animais infectados e ndo tratados, Grupo Anfo + TFD (n=3) tratados
com anfotericina (IP) e TFD-LED vermelho e azul de metileno tépico e Grupo Anfo (n=3)
tratados com anfotericina (IP). Grupos Gluc + TFD, Gluc, Anfo e TFD, quando
comparados ao grupo controle ndo tratado no linfonodo (p<0,05).
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Figura 6: Estrutura quimica da anfotericina B (Ganis et al., 1971)®.

Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-93322006000200003
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Figura 7: Estrutura quimica do antimonial de N-metilglucamina (Glucantime®).

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glucantime#section=3D-Conformer
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

Ap0s a execusdo deste trabalho, observamos que a associacdo de terapia fotodinamica
e azul de metileno com o medicamento de primeira escolha no tratamento da LTA, o
Glucantime®, pode ser uma alternativa de terapia, com o objetivo de reduzir o tempo e a dose
deste, necessérios para a cura clinica da lesdo e consequentemente reducdo dos efeitos

colaterais.

Porém sdo necessarios outros estudos para definir os parametros ideais dessa

modalidade terapéutica para sua melhor eficacia.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
Ao realizar este trabalho, outros aspectos e questionamentos surgiram sobre a terapia
fotodindmica no tratamento da LTA, levando a necessidade de continuagdo das pesquisas

nesse tema.

Os resultados obtidos no grupo Gluc+TFD demonstram que uma nova modalidade
terapéutica para LC pode ser plausivel, porém novos estudos se fazem necessarios para
estabelecer e avaliar a utilizacdo de diferentes doses e tempo de tratamento com o
Glucantime®, bem como a periodicidade, tempo de irradiacdo e nimero total de sessbes da

TFD com AM para obtencéo da cura clinica das lesGes.



