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RESUMO

As leishmanioses sé&o doengas negligenciadas que afetam milhdes de pessoas em todo o
mundo. Os farmacos disponiveis para o tratamento apresentam diversos efeitos colaterais e
dificil via de administracdo, o que causa abandono do tratamento pelo paciente e surgimento
de cepas resistentes. Nosso grupo de pesquisa atua na etapa pré-clinica de desenvolvimento
de farmacos contra as leishmanioses, testando moléculas de origem natural e/ou sintética e
investigando seus possiveis mecanismos de acdo. Neste trabalho, foi avaliada a atividade
leishmanicida (ECsp) in vitro de oito porfirinas tetra-cationicas (4-PtTPyP, 3-PtTPyP, 4-
PdTPyP, 3-PdTPyP, 4-TPyP, 3-TPyP, 4-TMePyP, e 3-TMePyP) frente a L. amazonensis
através de Terapia Fotodindmica (TFD). Os compostos foram avaliados quanto a sua foto-
citotoxicidade (CCso) em macrdfagos murinos e seus Indices de seletividade (IS) foram
calculados. As porfirinas 3-PtTPyP (ECso: 8,7 = 0,4 nM; IS: 213), 3-PdTPyP (ECso: 15 £ 5
nM; 1IS: 85,2) e 3-TPyP (ECso: 25,5 £ 7,5 nM; IS: 61,9) utilizadas como fotossensibilizadores
(FS) através de TFD mostraram-se as mais fototoxicas frente as formas promastigotas do
parasita. Ja na atividade anti-amastigota (ECso- ama) foi constatado que em geral os FS: 3-
TPyP (47,9 + 4,4 nM; 1S: 32), 3-PdTPyP (38,8 + 11,5 nM; IS: 32,9) e 3-PtTPyP (27,6 +
6,7nM; 1S:67) sdo 6timos candidatos para serem futuramente testados in vivo. Devido a
interacdo entre os FS e a luz, foi mensurada a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), encontrando-se que as porfirinas 4-PtTPyP, 3-PtTPyP e 3-PdTPyP induziram 0s
niveis mais altos de EROs no parasita. Adicionalmente, ensaios de co-localizagdo com as
porfirinas foram realizados utilizando os marcadores MitoTracker Orange (marcador de
mitocéndria) e LysoTracker Green (marcador de lisossomos ou pools acidicos) por
microscopia confocal, encontrando-se co-localizacdo das moléculas em ambas as organelas,
mitocéndria e pools acidicos. Analises do tipo de morte celular potencialmente induzida pelos
FSs foram realizadas através da marcacdo com brometo de etidio/laranja de acridina (BE/LA).
As moléculas 3-PdTPyP, 3-PtTPyP e seus isomeros (4-PdTPyP, 4-PtTPyP) na presenca de luz
branca apos 6 e 24 h de irradiacdo mostraram-se como 0s FSs com maior efeito leishmanicida.
3-PdTPyP e 3-PtTPyP induziram a morte do parasita principalmente por necrose (74,2% e
52,2% apds 6h, respectivamente; e 79% e 78% apds 24h, respectivamente). Enquanto que o
isbmero 4-PtTPyP induz a morte das promastigotas por like-apoptose (81%) ap0s 6h de
irradiacdo, e apos 24 h direccionou os parasitas a morte por necrose (33,6%) e like-apoptose
(28,2%), similar ao observado no isémero 4-PdTPyP em ambos os tempos (40%
necrose/20%like-apoptose e 54,5%necrose/25,5%like-apoptose, apds 6h e 24h de irradiacéo,
respectivamente). Estes dados sugerem que as porfirinas tetra-cationicas de platina e paladio
aqui utilizadas tém um grande potencial para serem utilizadas no tratamento da leishmaniose
cutanea por meio de terapia fotodinamica.

Palavras-chave: Leishmanioses, Terapia Fotodinamica, Leishmania amazonensis, Porfirinas,
mitocdndria, lisossomos.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected diseases that affect millions of people worldwide. The drugs
available for treatment have several side effects and a difficult route of administration, which
causes the patient to abandon treatment and the emergence of resistant strains. Our research
group works in the pre-clinical stage of drug development against leishmaniasis, testing
molecules of natural and/or synthetic origin and investigating their possible mechanisms of
action. In this work, the in vitro leishmanicidal activity (ECso) of eight tetracationic porphyrins
(4-PtTPyP, 3-PtTPyP, 4-PdTPyP, 3-PdTPYP, 4-TPyP, 3-TPyP, 4-TMePyP, and 3 -TMePyP)
against L. amazonensis through Photodynamic Therapy (PDT). Compounds were evaluated
for their photocytotoxicity (CCsg) on murine macrophages and their selectivity indices (1S)
were calculated. The porphyrins 3-PtTPyP (ECso: 8.7 + 0.4 nM; IS: 213), 3-PdTPyP (ECso:
15 £ 5 nM; IS: 85.2) and 3-TPyP (EC50: 25.5 + 7.5 nM; IS: 61.9) used as photosensitizers
(FS) through PDT proved to be the most phototoxic against the promastigote forms of the
parasite. In the anti-amastigote activity (ECso-ama) it was found that in general the FS: 3-TPyP
(47.9 + 4.4 nM; 1S: 32), 3-PdTPyP (38.8 + 11.5 nM; IS: 32.9) and 3-PtTPyP (27.6 + 6.7nM;
IS: 67) are excellent candidates to be tested in vivo in the future. Due to the interaction
between FS and light, the production of reactive oxygen species (ROS) was measured, and
the porphyrins 4-PtTPyP, 3-PtTPyP and 3-PdTPyP induced the highest levels of ROS in the
parasite. Additionally, co-localization assays with porphyrins were performed using the
markers MitoTracker Orange (mitochondria marker) and LysoTracker Green (lysosomes or
acidic pools marker) by confocal microscopy, finding co-localization of the molecules in both
organelles, mitochondria and acidic pools. Analyzes of the type of cell death potentially
induced by FSs were performed by labeling with ethidium bromide/acridine orange (BE/LA).
The molecules 3-PdTPyP, 3-PtTPyP and their isomers (4-PdTPyP, 4-PtTPyP) in the presence
of white light after 6 and 24 h of irradiation showed to be the FSs with the greatest
leishmanicidal effect. 3-PdTPyP and 3-PtTPyP induced parasite death mainly by necrosis
(74.2% and 52.2% after 6h, respectively; and 79% and 78% after 24h, respectively). While
the 4-PtTPyP isomer induced death of promastigotes by like-apoptosis (81%) after 6h of
irradiation, and after 24h it directed the parasites to death by necrosis (33.6%) and like-
apoptosis (28.2 %), similar to that observed in the 4-PdTPyP isomer at both times (40%
necrosis/20%like-apoptosis and 54.5%necrosis/25.5%like-apoptosis, after 6h and 24h of
irradiation, respectively). These data suggest that the tetracationic platinum and palladium
porphyrins used here have great potential to be used in the treatment of cutaneous
leishmaniasis by means of photodynamic therapy.

Key-words: Leishmaniasis. Leishmania amazonensis. Porphyrins. photodynamic therapy
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de luz branca (72 J/cm2).
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Figura 17- Avaliagdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio utilizando 150 nM
das porfirinas catidnicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP), tetra paladadas (4-
PdTPyP e 3-PdTPyP) e neutras (3-TPyP, 4-TPyP) ap06s 6h e 24h de incubacéao
usando TFD na presenca de luz branca (72 J/cm?).

o1

Figura 18- Localizag&o celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-PtTPyP a
150 nM incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia

53

Figura 19- Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a)
3-PtTPyP e (b) 3PdTPyP associados a TFD frente a Leishmania.lmagens
representativas de microscopoia confocal de fluorescéncia de promastigotas de
L.amazonensis marcadas com BE/LA ap6s 6h e 24h de irradiagdo com a luz branca
72J/cm? previamente incubadas com 150 nM de cada..

54

Figura 20- Mecanismo de morte celular potencialmente induzido por derivados de
porfirinas associados & TFD frente a Leishmania amazonensis. Porcentagem de
células vivas, em processo de like-apoptose e/ou necrose apés (a) 6h e (b) 24 h de
incubagdo com os FSs (150 nM) seguidos do processo de irradiacdo com luz branca
(72 Jicm?)

55

Figura 21 -- Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio utilizando 150
nM das porfirinas catidnicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP) paladio (4-
PdTPyP e 3-PdTPyP) e neutras (3-TPyP, 4-TPyP), ap0s 6h e 24h de incubacgéo
usando TFD na auséncia de luz branca branca (72 J/cm?).
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Figura 22-Avaliagdo da acumulacdo de porfirinas em promastigotas de
L.amazonensis

67

Figura 23- Localizacdo celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-PdTPyP
a 150 nM incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia.

Figura 24- Localizacao celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-TPyP a
150 nM incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia

68
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Figura 25 Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a) 4-
TPyP e (b) 3-TPyP associadas a TFD frente a Leishmania.lmagens representativas de
microscopoia confocal de fluorescéncia de promastigotas de L.amazonensis marcadas
com BE/LA apés 6h e 24h de irradiacdo com a luz branca 72J/cm? previamente
incubadas com 150 nM de cada FSs.

Figura 26 - Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a)
4-PtTPyP e (b) 4-PdTPyP associadas a TFD frente a Leishmania.lmagens
representativas de microscopoia confocal de fluorescéncia de promastigotas de
L.amazonensis marcadas com BE/LA apds 6h e 24h de irradiagdo com a luz branca
72J/cm? previamente incubadas com 150 nM de cada FSs.
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AnfB

Anfotericina B

Anions superoxido

(02°7)

CCso

Concentracdo Citotdxica para 50% da populacéo

DMSO Dimetilsulfoxido

DN Doenca Negligenciada

DNDi. Iniciativa de Farmacos para Doencas Negligenciadas

ECso-ama Concentracdo Efetiva para 50% de formas amastigotas

ECso-rro Concentracéo Efetiva para 50% de formas promastigotas
3FS Estado tripleto

EROs Espécies reativas de oxigénio

FS Fotossensibilizador

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

FcYRs Receptores Gama Fc

LC Leishmaniose Cutanea

LV Leishmaniose Visceral

LCD Leishmaniose Cuténea Difusa

LM Leishmaniose Mucocutanea

Lipofosfoglicano

LPG

MHC 11

Complexo de Histocompatibilidade 11

MTT Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5-difenil tetrazolio
NO Oxido Nitrico

PMS Metossulfato de fenazina

PS Fosfatidilserina

H202 peroxido de hidrogénio

RPMI Meio Roswell Park Memorial Institute
SFBI Soro fetal bovino inativado

HO- Radical de hidroxila

Thl Célula T helper tipo 1

Th2 Célula T helper tipo 2

TNF-a. Fator de Necrose Tumoral a

A Comprimento de onda
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses fazem parte do grupo de doengas negligenciada que afeta cerca de
90 paises no mundo sendo endémicas em todos os continentes, com prevaléncia/incidéncia
maior no Sudeste Asiatico, na Africa subsaariana e na América Latina (com mais de 95%
dos casos registrados), além de possuir registro também em paises do sul da Europa, exceto
na Austrdlia e na Antartica. As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies
diferentes do protozoéario parasita Leishmania spp. (Trypanosomatidae) e transmitida ao
homem por meio da picada de um flebotomineo fémea infectado (Diptera, Psychodidae)
durante o repasto sanguineo. Entre as principais manifestacdes clinicas temos a leishmaniose
cutanea (LC) mucocutanea (LM), cutanea difusa (LCD) e visceral (LV) que se ndo tratada
pode levar ao Obito. Estima-se que 350 milhGes de pessoas estejam em risco e mais de 2
milhdes de novos casos sejam reportados anualmente (MANN et al., 2021), WHO, 2021).

O tratamento atual inclui o uso de distintos farmacos que tém beneficios e limitacoes
particulares. O antimdnio pentavalente, descoberto em 1912, tem sido considerado o farmaco
antileishmanial de primeira linha. Entretanto, os crescentes relatos de isolados clinicos de
Leishmania spp. resistentes a este composto restringem seu uso. Em estudos mais recentes, de
acordo com a Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi do inglés
Drugs for Neglected Diseases Initiative), a anfotericina B (Anf B) mostrou ser mais acessivel
aos pacientes por conta do menor tempo de duracdo no tratamento e menos efeitos colaterais
diminuindo assim o tempo de internacdo. Desta forma, a Anf B e suas formulacdes

lipossomais passam a ser farmacos de referéncia (CABRAL., et al, 2021, DNDI, 2022).

Outros farmacos encontram-se disponiveis para o tratamento das leishmanioses, como
é 0 caso da pentamidina, miltefosina e paramomicina, sendo relatados diversos efeitos
colaterais (SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021)

A continuacgdo, alguns aspectos relacionados as leishmanioses e seu tratamento serdo

descritos em detalhe.
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1.1 Doencas negligenciadas

As doengas negligenciadas (DNs) pertencem a um grupo de variadas doencas endémicas
presentes em regides tropicais e subtropicais de 149 paises. As regides de populacbes pobres
da Africa, Asia e América Latina juntas possuem mais de 200 milhdes de pessoas, tendo como
custo as economias em desenvolvimento bilhdes de dolares todos os anos. As popula¢bes mais
afetadas vivem em regides de pobreza, sem saneamento basico adequado e carecem de
recursos basicos de salde que estdo diretamente associados a problemas de desnutrigcdo e
sistema imunoldgico fraco, além de estar em contato com vetores e animais domésticos, 0s
quais podem ser reservatorios de muitas doencas (DNDI, 2022). De acordo com as DNs
existentes, as leishmanioses sdo responsaveis pelos altos indices de taxas de morte e que
possuem pouco interesse da industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos farmacos
(DNDI, 2022).

1.2 Leishmania
S&o protozoarios eucariontes que possuem um Unico DNA mitocondrial com um

corpo estruturado denominado de cinetoplasto, organelas especificas para a glicélise: os
glicossomos, e um metabolismo Unico de tiol como metabolismo de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio (EROs) (BARRETT; CROFT ,2012; BARROS ALVAREZ et al., 2014).
Estes protozoarios possuem duas formas:promastigota, a forma extracelular flagelada (10-20
pum) com formato alongado encontrada no sistema digestivo dos flebotomineos (STUART et
al., 2008) e as formas amastigotas intracelulares (3-7 um de didmetro), sem flagelo
exteriorizado, que possui formato arredondado onde seu cinetoplasto localiza-se ao lado do
nacleo. As amastigotas se encontram preferencialmente nas células de defesa (macro6fagos)
de hospedeiros mamiferos (KAYE; SCOTT, 2011).

1.3 CICLO BIOLOGICO

O ciclo biolégico comeca quando a fémea do inseto vetor flebotomineo (hospedeiro
invertebrado) coloca o aparelho bucal em contato com a derme do hospedeiro mamifero,
injetando as formas promastigotas que sdo alongadas e extracelulares e infectantes na fase
metaciclica (MONZOTE, 2009). Dentro da célula hospedeira dos mamiferos estas
promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos (KAYE; SCOTT, 2011). Depois da

ocorréncia da fagocitose se origina o fagossomo onde as promastigotas se diferenciam em
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amastigotas que sdo formas arredondadas e intracelulares (GOSSAGE; ROGERS; BATES,
2003). No fagossomo as amastigotas se multiplicam por divisdo binaria causando a lise do
macrofago infectado liberando as formas amastigotas que serdo fagocitadas por outro
macréfago (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Durante outro repasto sanguineo, o
flebotomineo ao injetar o seu aparelho bucal na derme do hospedeiro mamifero acaba
ingerindo os macrdfagos infectados que acabam sofrendo a lise celular liberando as
amastigotas. Estas por sua vez se convertem em promastigotas nédo infectivas no intestino do
flebotomineo e ficam no esdfago e faringe do flebotomineo, onde ficam aderidas ao epitélio
pelo flagelo, quando entdo atingem o estagio infectivo terminal estas sdo encontradas como
promastigotas infectivas (promastigota metaciclica). Desta forma, o ciclo se completa. Como
pode ser visto na figura 1 (KAYE; SCOTT, 2011)

Figura 1- Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

| Proliferagdo no intestino |

B = Promastigotas
_l\mastl otas p stigota \ P
g / romastigotas metaciclicos
- .‘ ‘f ! —y
= . - I
10 > Picada do
flebotomineo
Picada do
flebotomineo
-
\
1] ¥ o Y
— _ e Amastigota
Proliferacio intracelular

As promastigotas prociclicas de spp. Leishmania sdo diferenciadas nos flebotomineos em formas promastigotas
metaciclicas infecciosas. Quando ocorre o repasto sanguineo, o inseto regurgita as formas metaciclicas, que séo
fagocitados pelos macréfagos. Apds a aderéncia dos parasitas nas células de defesa as promastigotas
transformam-se em amastigotas aflagelados, as quais fazem a replicacdo dentro das células hospedeiras,
ocorrendo assim, o rompimento da célula permitindo a reinfec¢do dos fagécitos locais. O ciclo de transmissdo
estard completo quando os fagécitos infectados sdo capturados por outro flebotomineo.

Fonte: Adaptado de (KAYE; SCOTT, 2011)
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1.4 Espécies de leishmanias

1.4.1Leishmaniose visceral ou calazar:
A principal manifestacdo clinica estd associada ao desenvolvimento da

hepatoesplenomegalia (aumento do figado e baco), febre prolongada, perda de peso e anemia
(MANN et al.; 2021; WHO, 2022). No caso o diagndstico ocorre de forma tardia a doenga
evolui progressivamente para o estagio mais avancado da doenca com sintomas de febre
continua, desnutricdo com cabelos quebradicos e pele seca, edema nos membros inferiores a
qual pode evoluir para o inchaco generalizado do corpo e hemorragias levando a morte do
paciente (BRASIL ,2014).

1.4.2 Leishmaniose cutanea:

Né&o ¢é fatal, mas pode levar a algumas consequéncias como uma morbidade estética
substancial, estigmatizacdo social, e efeitos psicolégicos (BURZA, S.; CROFT, S. L.;
BOELAERT, 2018). Esta forma é mais comum dos casos, sendo caracterizadas por lesdes
ulcerosas ou nodulares Unicas multiplas na pele que podem se tornar crénicas (MANN et al.,
2021). As lesdes tém formato arredondado ou ovalado; podendo medir alguns milimetros ou
centimetros; possuem a base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme; com bordas bem
delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e granulacGes grosseiras. (BRASIL., 2017).
Deixando cicatrizes permanente, o que esta relacionado com o detrimento da satde mental
dos pacientes (MANN et al.,2021; WHO,2022). Essas lesbes na maioria das vezes podem
desencadear problemas estéticos para os pacientes, embora possam afetar a qualidade de vida,
principalmente em adultos mais jovens (BURZA, S.; CROFT, S. L.; BOELAERT, 2018).

1.4.3 Leishmaniose mucocutanea:

Conhecida como “espudia” acontece tempo depois da manifestagdo cutanea deixando
a destruicdo parcial ou total das membranas mucosas do nariz, boca e garganta (GOTO;
LINDOSO, 2010). E caracterizada por lesbes muito destrutivas do septo nasal, labios e palato,
isso é por causa da forte resposta imunopatoldgica. (BRASIL,2017). A leishmaniose
mucocutanea pode ser considerada como fatal levando a desfiguracdo permanente e precisa
ser diagnosticada com rapidez. (BURZA, S.; CROFT, S. L.; BOELAERT, 2018)


https://docs.google.com/document/d/1n990MyUnurrwzgrS2zgfNURGCYaKYRoX/edit#heading=h.2u6wntf
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E importante salientar que associado ao quadro clinico critico das leishmanioses,
especificamente da LV, é retratado na literatura casos de coinfec¢do com doencas autoimunes
como pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Em pacientes
imunocomprometidos, os parasitas de Leishmania podem persistir por varios anos apos o
tratamento, e ndo ha imunidade estéril. Isto ocorre por conta da reativacdo fulminante da
infeccdo que é possivel quando a imunidade estd comprometida, como por exemplo, a terapia
imunossupressora  pés-transplante, uso de imunossupressores (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018). A ocorréncia da coinfeccdo LV-HIV pode estar associada com a
migracdo econdmica das pessoas do campo para a cidade e vice-versa onde a LV é prevalente
(LAULETTA; CUNHA; QUEIROZ, 2016). Desta forma, as leishmanioses se tornam ainda

mais agravantes. Na figura 2 se apresentam as trés manifestacoes clinicas de leishmaniose.

Figura 2. Manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral, cutanea e mucocutanea.

Em (A) leishmaniose visceral (B) leishmaniose cutanea e (C) leishmaniose mucocutanea.
Fonte: (BARRETT; CROFT, 2012).

1.4.4 Tratamentos Disponiveis para as leishmanioses

Atualmente, os medicamentos usados contra a leishmaniose baseiam-se na
utilizacdo de cinco farmacos como referéncia: antimoniais pentavalentes, a Anf B e a sua
formulacéo lipossémica, miltefosina, a paromomicina e a pentamidina (DNDI., 2022). No
entanto, todos os farmacos disponiveis atualmente para o tratamento das leishmanioses
mostram-se insatisfatorios em termos de eficacia, facilidade de administracdo e custo
(MCGWIRE, SATOSKAR, 2014; HENDRICKX; ALJON; MAES, 2019).
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Os antimoniais trivalentes (Sblll) ja eram utilizados no Brasil desde de 1912 como
tratamento de primeira escolha eficaz para leishmaniose (HENDRICKX; CALJON; MAES,
2019). Estes farmacos sdo comercializados em duas formulacfes: SSG como Pentostam) e
antimoniato de meglumina (MA, comercializado como Glucantime) e s&o administrados por
via intramuscular (IM) ou intravenosa (1V) (KIP et al., 2018). O antimdnio pentavalente (SbV)
é considerado um pré-farmaco, pois é convertido na forma de trivalente (Sblll) (SINGH,;
KUMAR; SINGH, 2012). Os pentavalentes possuem o mecanismo de a¢do que atua dentro
do organismo gerando toxicidade tanto contra o hospedeiro quanto contra o parasito
(SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). Por conta de gerar varios efeitos colaterais como
vOmito, diarreia, nausea, dor de cabeca, fadiga, febre, tosse, erupcdo cutanea, pancreatite,
pneumonia, insuficiéncia hepética, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade (HENDRICKX;
CALJON; MAES, 2019). Além de possuirem casos de resisténcia seu uso tem sido restringido
em certas areas do mundo (OLIAS-MOLERO et al., 2021). Diante disso, de acordo com a
PAHO 2022 o uso dos pentavalentes nas américas esta sendo substituido para os farmacos de
segunda escolha como a Anf B.

Anf B é um antibidtico com atividade antifungica isolada pela primeira vez no ano de
1955 da bactéria Streptomyces nodosus na Venezuela (CHATTOPADHYAY; JAFURULLA
, 2011). A solubilidade em &gua € muito limitada com baixa permeabilidade em membranas,
possui baixa absorcdo e baixa disponibilidade oral, sendo administrada por via intravenosa
(SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). O mecanismo de acdo no parasita funciona
através da interacdo da Anf B com a membrana lipidica do parasita, principalmente com
esterdis (ergosterol e colesterol) levando a formacao de canais e/ou poros que incrementam a
permeabilidade da membrana celular para ions e pequenos solutos o que causa um
desequilibrio celular ocasionando a morte do parasita (VARLAN, 2001; SEIFERT, 2011,
VAN ASSCHE et al., 2011; CHATTOPADHYAY, JAFURULLA,, 2011). Anf B também
estd relacionada com o estresse oxidativo promovendo a formacdo de EROs que causam
oxidacao proteica e peroxidacdo fosfolipidica da membrana celular (AN et al., 2009).

O uso da Anf B ¢ limitado devido a graves efeitos toxicos como insuficiéncia renal e
nefrotoxicidade, por necessitar de hospitalizacdo do paciente por alguns dias para sua
aplicacdo (ECHEVARRIA et al., 2006; SANTIAGO; PITA; GUIMARAES,2021), o que
resulta na ndo aderéncia ao tratamento, e consequentemente, ao aparecimento de casos de
resisténcia (PURKAIT et al, 2012).

Por conta dos efeitos adversos da Anf B e de forma atenuar sua toxicidade e

aumentar o seu potencial terapéutico foram pesquisadas formulagGes alternativas de
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anfotericina B que possam melhorar a sua eficacia (Amphocil®, Abelcet® e, particularmente,
AmB lipossomal e Ambisome®) (OLiAS-MOLERO et al., 2021; HAMILL,2013). Essas
formulagdes consistem em incorporar a Anf B na bicamada de lipossomas resultando em uma
reducéo significativa da toxicidade renal (SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). Porém
as formulaces lipossomais e lipidica sdo mais caras que a Anf B desoxicolato e acabam sendo
inacessiveis para a maioria dos pacientes (MATOS et al., 2020; OLIAS-MOLERO et al.,
2021)

A pentamidina é um derivado sintético da amidina usado como terapia de segunda linha
contra a leishmaniose, sua administragdo é por via intramuscular, ou preferencialmente, por
por via intravenosa (NO, 2016). O mecanismo de a¢do no parasita seria na interferéncia com
a sintese de DNA e modifica a morfologia do cinetoplasto e também atuando na mitocéndria
como um alvo. Mas, possui efeitos colaterais como a nefrotoxicidade, hipotenséo, leucopenia,
anemia, arritmias, nauseas, vomito, polineuropatia periférica, hepatites e alteracdes
neuroldgicas diabetes mellitus, hipoglicemia grave, choque, miocardite e toxicidade renal.
(SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

A Paromomicina é um antibidtico do grupo aminoglicosideo sendo um dos
medicamentos com atividade terapéutica de segunda escolha paraa LC e LV. O alvo principal
para a atividade antileishmanial ocorre no ribossomo do parasita inibindo a sintese de
proteinas por meio da inibi¢do da trasnslocacdo e reciclagem de subunidades dos ribossomos
(GOTO, H., LINDOSO, 2010; LINDOSO et al., 2012). A membrana do parasita é alterada
por conta da fluidez, e atua também na alteracdo do metabolismo e respiracdo mitocondrial
do parasita (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Os efeitos adversos sdo a ototoxicidade,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e edema (SANTIAGO;PITA;GUIMARAES, 2021).

A miltefosina, uma hexadecilfosfocolina, € o Unico medicamento de uso oral para o
tratamento da leishmaniose, sua descoberta foi em 1998 na india para tratar a LV (NO, 2016)
O seu mecanismo de ac¢do ainda ndo esta completamente elucidado, contudo, sugere se que a
miltefosina induz alteracbes na membrana do parasita com despolarizacdo da membrana
mitocondrial e inibicdo da citocromo-c oxidase, o que poderia relacionar-se a morte dos
parasitos por apoptose. A miltefosina também produz efeitos colaterais graves como vémitos,
vertigem diarreia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e eratogenicidade - desenvolvimento
anormal no feto, o que acaba dificultando o seu uso em mulheres gravidas e criancas. Além
de possuir casos de resisténcia (OLIAS-MOLERO et al., 2021; SANTIAGO;PITA;
GUIMARAES,2021).
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Diante das limitagBes decorrentes da utilizagdo dos farmacos existentes torna-se
necessario a busca por novas alternativas terapéuticas mais eficazes e menos toxicas. E assim,
que o Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Tripanossomatideos da FCF-
UNESP/Araraquara vem nos ultimos anos buscando novas moléculas, sejam naturais ou
sintéticas, para seu uso como potenciais compostos antileishmaniais com melhor eficacia e
menor toxicidade. Adicionalmente, 0 uso de outras alternativas terapéuticas, como é o caso do
uso de FSs para uso por meio de TFD também tém sido avaliados pelo nosso grupo de pesquisa
De acordo com trabalhos anteriores publicados por nosso grupo de pesquisa, LOPERA e
colaboradores (2020), demonstraram que nanoparticula conjugadas a um reconhecido FSs,
TiO2/Zn-HY, apresentaram uma importante atividade fototoxica frente ao parasita (ECso de
17,5 + 0,2 ug mL) e baixa citotoxicidade contra macr6fagos murinos (CCsp 35,2 + 0,3 ug mL)
no tratamento com luz visivel (22 mW cm-%; 52,8 J cm -2). Ademais, nas analises in vivo,
TiO2/Zn-HY diminuiu a carga parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis em
43% a 58% apos a TFD.

Além disso, de acordo com estudos de LINARES e colaboradores (2020), clorinas,
também avaliadas frente a seu potencial fototoxico in vitro frente a Leishmania, e que possuem
estruturas semelhantes as porfirinas, demostraram atividade antiparasitaria em 24 h (0,33 uM)
e 48 h (0,14 uM) apos irradiagdo a 660 nm (6,0 Jcm-2). Portanto, compostos contendo o anel
pirrolico, como as porfirinas, mostram-se entdo como bons candidatos para o desenvolvimento

de novas alternativas terapéuticas utilizando TFD para o tratamento da LC.

Dentre dos FSs utilizados pelo grupo encontram-se as porfirinas, as quais nesta
pesquisa, foram avaliadas quanto a seu potencial antileishmanial por meio de TFD. A TFD ¢
uma estratégia promissora de tratamento alternativo, sem ser invasivo, para diversas doencas
humanas. Na TFD é necessario 0 uso de um fotossensibilizador (FS) que se acumule na regido
alvo, o qual,é ativado pela intensidade apropriada e comprimento de onda da luz, gerando as
EROs. Além disso, pode oferecer destruicdo rapida e localizada das lesdes, sem afetar o tecido
normal (DABROWSKI, 2017).

1.5 Histdrico da terapia fotodindmica e seu mecanismo de acéo.

Historicamente, o uso da TFD foi iniciado em 1900 pelo estudante de medicina Oscar
Raab. Na época, ele observou que o corante acridina na presenca de luz causava rapidamente

a inativacdo do protozodrio Paramecium caudatum, o que ndo ocorria com a acridina no
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escuro (ACKROYD R; et al 2001). Em 1903, a descoberta realizada por Tappeiner levou a
primeira aplicacdo clinica da TFD. Tappeiner observou a diminui¢do da massa tumoral depois
do uso do corante eosina na presenca de luz para o tratamento de céancer de pele. Um ano
depois, este mesmo autor utilizou pela primeira vez o termo “acdo fotodindmica” para
designar este processo. Meyer-Betz, médico alemdo, em 1912 injetou no proprio corpo
hematoporina, sendo que no momento, ele ndo verificou nenhum efeito, porém ao entrar em
contato com a luz observou que a agéo fotossensibilizadora deste corante, devido ao intenso
eritema local gerado em seu brago, acabou deixando o seu braco fotossensivel por dois meses
(MACHADO et al., 2000; RODRIGUES DA SILVA et al., 2009; TOREZAN et al 2009;
HERWALDT et al., 1999; LEE et al, 2011).

Em 1925, Policard verificou a producdo de efeitos fototdxicos de elevadas
concentracdes de hematoporfirinas e quando testadas nos tumores malignos na presenca de
luz e oxigénio se tornavam altamente toxicas ao tecido celular (MACHADO et al., 2000;
RODRIGUES DA SILVA et al., 2009; HERWALDT et al, 1999; LEE et al, 2011).

Anos mais tarde, na década de 60, Lipson obteve sucesso no tratamento de cancer
mamario ao utilizar derivados de hematoporfirina na presenca de luz. No final dos anos 70, a
TFD passou a ser reconhecida como uma nova forma de tratamento alternativo para neoplasias
(MACHADO et al., 2000; RODRIGUES DA SILVA et al., 2009; PANDEY et al.,1991).

A TFD No Brasil esta aprovada desde 2006 para tratamento de cancer de pele nao
melanoma. A TFD é uma estratégia atualmente utilizada como uma nova modalidade médica
terapéutica para o tratamento de diversas doengas oncologicas, cutaneas, carcinoma
basocelular, Mycobacteroides abscessus subsp e LC (TOREZAN et al, 2009; LEE et al, 2011
BASTOS et al ,2012; VARZANDEH et al, 2021; ROSSI., et al, 2020).

A terapia fotodindmica € uma técnica muito estratégica e promissora para doencas
humanas. A qual possui trés componentes importantes: FSs, luz e oxigénio molecular. A TFD
é iniciada por meio da excitacdo de um elétron fotossensibilizador que estd em um estado
fundamental e passa para o estado singleto excitado. O elétron excitado pode passar por varias
vias ou pode voltar para ao estado fundamental inicial em nanossegundos via geracao de calor
emitindo luz ou fluorescéncia. O elétron excitado do FS pode gerar cruzamento intersistema
onde um estado tripleto excitado de longa duracdo (microssegundo) é alcancado. Esta técnica
obedece a duas rotas principais para geracdo de EROs. Nas reacdes do tipo 1, o elétron
excitado no estado tripleto € transferido para as biomoléculas (por exemplo, membrana
celular) e oxigénio para produzir EROs, como anions superéxido e radicais hidroxila. Ja as

reacOes do tipo 2 interagem diretamente com o oxigénio molecular, produzindo oxigénio
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singleto altamente téxico. As duas reagdes podem ocorrer simultaneamente como pode-se
observar na figura 3 (VITAL et al., 2021; VARZANDEH et al., 2021).

Figura 3 — Processo fotoguimico e fotofisico do FS ilustrado no diagrama de Jablonski
modificado para a TFD. O FS no seu estado singleto excitado intersistemas formando um estado
tripleto excitado mais estavel
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Fonte: adaptado de (DABROWSKI et al., 2017)

1.6 Propagacao da luz no tecido alvo

Para que a TFD tenha um melhor desempenho € necessario primeiramente saber o tipo
de doenca a ser tratada e se existe a biocompatibilidade do FS com o tecido para que a remogéo
do FS do corpo ndo tenha nenhum problema. A localizacdo do FS no tecido alvo é interessante
saber a espessura seja ele mais fino ou mais grosso € interessante o seu conhecimeno pois,
quando se aplica TFD em tecido mais profundos existem barreiras que podem dificultar a acdo
do FS como no caso da profundidade de penetracdo e a entrega da luz como mostra a figura
4.

Ademais, da dificuldade da absorc¢éo, espalhamento, transmissdo e reflexdo dessa luz.
Ja no caso do comprimento de onda da luz é necessario saber se esse comprimento consegue
penetrar mais profundamente ou menos nos tecidos para que assim se tenha a ativacdo do FS
para geracdo das EROs no tecido alvo. Outro ponto a ser conhecido seria a eficiéncia de

conversdo da luz adequadas para saber se aumenta ou diminui a intensidade da irradiacdo da
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luz e a absorcéo do FS no tecido além da excitacdo da sua fluorescéncia (AGOSTINIS et al.,
2011; DABROWSKI et al., 2017; ZHOU et al., 2021).

Diante disso, para o0 uso da TFD de acordo com o espectro eletromagnético na faixa
da luz visivel os comprimentos de onda préximos ao azul possuem mais energia quando
comparados com o comprimento de luz vermelha, pois estes possuem menor energia e maior
penetracdo de acordo com “janela terapéutica “visto que € nesse intervalo que os FSs que
possuem esses comprimentos proximos a luz vermelha conseguem ter uma melhor penetracdo
nos tecidos mais profundos. Comprimentos menores sdo mais absorvidos por possuirem mais
energia, logo s@o mais absorvidos nas camadas iniciais da pele. Por outro lado, comprimento
de onda maiores do espectro da luz vermelha a energia seria insuficiente para dar inicio a um
mecanismo de terapia fotodindmica por conta dos efeitos térmicos ocasionados pelas
transicdes rapidas ndo radiativas e por conta do estreito espaco entre 0s niveis de energia.
(DABROWSKI et al., 2017; ZHOU et al., 2021).

Figura 4-Profundidade de luz nos tecidos

Fonte: Adaptado de (DABROWSKI et al., 2017)

1.7 Fotossensibilizadores

ATFD utiliza fotossensibilizadores que atuam nas células alvo, o objetivo crucial € induzir
a morte celular por algum mecanismo seja apoptose, necrose e autofagia. Mas para que isso

ocorra, € importante a escolha do FS, pois algumas adequagfes devem ser consideradas em
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vista que depende do tipo de tecido que se pretende tratar, das caracteristicas fisico-quimicas
dos compostos e sua biodistribuicio (CLAUDIA; ISSA; MANELA-AZULAY, 2010);
DABROWSKI; ARNAUT et al., 2015).

As caracteristicas para se ter de um FSs melhor seria a especificidade do tecido alvo,
propriedades especificas do tipo de tecido, curto intervalo de tempo entre a administracdo do
FSs ,tempo de meia-vida curto, rapida depuracdo, ativagdo por comprimento de onda com
6tima penetracdo no tecido alvo, boa solubilidade em meio fisioldgico ,ndo deve ser toxico
nas regides irradiadas .Além de FSs ndo deve apresentar toxicidade no tecido na auséncia de
luz, visto que o objetivo da TFD é que a luz juntamente com FSs haja no tecido alvo.
(CLAUDIA; ISSA; MANELA-AZULAY, 2010); DABROWSKI; ARNAUT et al., 2015).
Os primeiros fototerapéuticos utilizados na TFD foram na década de 60 a qual era um novo
composto derivado de hemaporfirina (HpD) obtido a partir da purificacdo dahematoporfirina
(Hp) (CLAUDIA; ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

Em meados dos anos 90 a utilizacdo de um composto precursor de FS foi descrito por
Kennedy e Pottier, o acido 5-aminolevulinico (ALA), utilizado como precursor da
protoporfirina 1X (PplX), a qual, produzia uma resposta fotodinamica localizada. Em 2004 a
utilizacdo de um metil de ALA o metilaminolevulinato foi aprovado para tratamentos de TFD
(MACCORMACK, 2008).

Os fotossensibilizantes sdo conhecidos em trés familias: FS baseados em porfirinas
(p.e. PpIX), FS baseados em clorofila (p.e. clorinas, purpurinas, bacterioclorinas) e corantes
(p.e. ftalocianinas) (DAI et al., 2010; FERREIRA et al., 2009).

Por mais que protoporfirinas e 0s demais FSs sejam muito utilizados na TFD estes
compostos possuem varias desvantagens como no caso lenta eliminacdo do organismo,
fazendo com que o paciente apresente reacdes de fotossensibilidade 6 a 10 semanas ap0os
tratamento, tendo assim que evitar a exposicdo a luz solar ou fontes luminosas artificiais
durante este periodo de tempo, além de ter baixos valores de coeficiente de absortividade
molar (¢) (BELLNIER et al., 2006; YOON; LI; SHIM, 2013).

A maioria dos fotossensibilizadores, entre eles as porfirinas halogenadas, clorinas e
bacterioclorinas, depois da excitacdo com a fonte de luz apropriada, produzem uma
quantidade suficiente de EROs para provocar a destruicdo de componentes celulares e
vasculares. As EROs ativam a expresséo de fatores de transcri¢do e citocinas, e liberam uma
série de mediadores responsaveis pelo processo de morte celular, a qual pode ocorrer tanto
por apoptose e/ou necrose. (DABROWSKI et al., 2017).
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1.8 Porfirinas

As porfirinas s&o compostos organicos de origem natural que estdo envolvidas em uma
variedade de processos bioldgicos importantes, possuem um anel aromético formado por
quatro moléculas pirimidil, com um ndcleo macrociclo tetrapirrélico com 18 elétrons w, e
transicOes eletrdnicas na regido do visivel com uma forte absor¢éo na regido do azul. O quadro
fundamental da porfirina consiste em quatro subsédicos pirrdclicos ligados em lados opostos
(o posi¢des, numeradas 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16 e 19 como mostra a figura 5, através de quatro
pontes de metino (CH) (5, 10, 15 e 20), conhecidas como atomos/posi¢cdes de meso-carbono,
(JOSEFSEN; BOYLE, 2008) . Dependendo da modificacdo do anel e de seus substituintes
laterais as porfirinas podem melhorar a suas propriedades espectroscdpicas. As porfirinas tém
a tendéncia a se agregar, influenciando assim nas propriedades fisico-quimicas e
espectroscopicas (KEMPA et al.; 2015; GUTERRES et al., 2020). Alem disso, estas
moléculas sdo caracterizadas por possuir uma toxicidade moderada in vitro e in vivo em
células humanas, diferente do efeito fototdxico observado em bactérias quando s&o ativadas
pela luz. Estes compostos também tendem a acumular-se rapidamente e manter-se retidos no
tecido alvo (ROSSI et al.,, 2020). Adicionalmente, macrociclos tetrapirrolicos contendo
complexos polipiridil coordenados a metais de transicdo como Pd e Pt incrementam suas
atividades fotofisicas, fotoquimicas, e fotobiologicas, o que se vé refletido na melhora de sua
atividade fotodindmica. Além de ter uma alta afinidade por membranas celulares em especial
as porfirinas catidnicas (KEMPA et al., 2015; BASTOS et al., 2012; ANDRADE et al., 2018;
ROSSI et al., 2020)

De acordo com a literatura, as porfirinas ja provaram ser FS eficazes contra diversos
microorganismos, incluindo, bactérias, fungos e parasitas (GUTERRES et al. 2019; PEREZ-
LAGUNA et al. 2019; BASSO et al 2019; SOARES LOPES et al., 2019; MOGHNIE et al,
2017; GSPONER; SPESIA; DURANTINI, 2015; LOPERA et al., 2018). Isso porque
produzem alta producao de EROs por conta da associacao de um FS com o oxigénio molecular
e energia luminosa. (BASTOS et al., 2012).

De acordo com COCCA 2020 as porfirinas vinculadas a um grupo redox ligado
diretamente ao anel de porfirina ou através do espacador oferecem um meio para reforcar as

interacOes eletrénicas com moléculas biologicas e no uso em aplicagdes biomédicas.
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Figura 5 — Estrutura da porfirina
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Fonte: (JOSEFSEN; BOYLE, 2008)

2.0 Espécies reativas de oxigénio (EROSs) e sua atividade leishmanicida

As EROs sé@o os produtos da reducédo intermediaria do oxigénio em meio aquoso 0
radical superdxido (O2-), o oxigénio singleto (Oz2), a radical hidroxila (OH), o anion hidroxila
(OH-) e o0 perdxido de hidrogénio (H202), e os produtos da reacdo desses intermediarios com
haletos e aminas (NATHAN; SHILOH, 2000; FARIA et al., 2005).

Em geral, as EROs sdo de extrema importancia na atividade leishmanicida (WILSON;
ANDERSEN; BRITIGAN, 1994; FONSECA-SILVA et al.,, 2011; KHOURI et al., 2010). No
caso a producdo intracelular de EROs ocorre quando o parasita é fagocitado sendo a
opsonizacdo do parasita por meio dos receptores de membrana, um forte estimulo da sua
producdo in vitro, tanto em macréfagos humanos quanto em macréfagos murinos (ASSECHE
et al.,, 2011; FARIA et al., 2005).

Os efeitos toxicos diretos do anion superoxido (O2-) e do peroxido de hidrogénio
(H202) foram demonstrados in vitro para a Leishmania, pois a suscetibilidade da ROS é
dependente do estdgio do parasito. As promastigotas metaciclicas foram mais resistentes
comparadas com as prociclicas de acordo com a literatura (WILSON et al, 1994; GANTT et
al., 2001; ASSECHE et al., 2011). Embora as EROs interfiram na viabilidade da Leishmania,
este parasita € capaz de desenvolver mecanismo de desintoxicacdo ao seu favor nas moléculas
reativas de oxigénio, utilizando um mecanismo que envolve a sintese de enzimas antioxidantes
(GHOSH; GOSWAMI; ADHYA, 2003).



32

2.1 Colocalizagao

A captacdo de FS no tecido alvo ou em outras células é fundamental para a TFD ser
eficaz. As EROs tém uma meia-vida curta e atuam perto de seu local de geracdo. Diante disso,
o tipo de fotodano que ocorre em células carregadas com FS e da iluminacdo depende da
localizacdo subcelular precisa do FS dentro da célula. Com microscopia de fluorescéncia de
varredura a laser confocal é possivel determinar a localizagdo intracelular do FS muito mais
facil. A colocalizacdo de sondas especificas de organelas subcelulares com diferentes
maximos de emissao de fluorescéncia do FS pode ser usada para identificar mais de perto o
local de localizagdo e essas sondas também podem ser usadas para identificar locais de dano
ou lesdes apos a irradiacdo (GARDNER et al., 2010).

Em Leishmanias os FS derivados de porfirinas se acumulam na membrana do parasita,
citosol, flagelos e vacutolos endociticos (LOPERA et al., 2018). Em estudos de PINTO 2016
e colaboradores estudaram a curcumina a qual foi uma alternativa promissora como
fotossensibilizadora por ndo apresentar toxicidade no escuro. E de acordo com as anélises de
microscopia confocal foi confirmado a internalizacdo da curcumina pelos promastigotas, e 0s
testes de viabilidade do MTT e do azul de Trypan ajudaram a confirmar a eficacia do
tratamento com TFD. A morfologia das promastigotas foi altamente afetada pela terapia
fotodinamica. De acordo com esses estudos com FSs distintos a colocalizacdo na Leishmania

é interessante saber onde os FSs afetam nos parasitas depois da TFD.

2.2 Lisossomos

No ano de 1993, os lisossomos foram pesquisados como um alvo intracelular critico
para a localizacdo de FS. Entretanto, varios estudos foram obervados que mesmo FS
localizado lisossomicamente pode levar a morte celular ap6s a iluminacdo isso porque uma
vez que os lisossomos sdo rompidos ocorre a liberacdo citoplasmatica de suas enzimas. A
eficdcia relativa € significativamente menor do que a observada com FS localizado em
mitocbndrias e outras organelas. (KESSEL et al., 1997; CASTANO; DEMIDOVA,
HAMBLIN, 2004). Quando se utiliza farmacos neutros ou fracos contendo amina estas se
acumulam em compartimentos acidos intracelulares isso porque a membrana liposossomal é
menos permeavel para farmacos de bases protonadas carregadas em compara¢do com as de

bases ndo carregada este fendmeno ¢ conhecido como “lisossomotropismo”. Dentro dos
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lisossomos, esses farmacos tornam-se protonados por conta do baixo pH interno, ocasionando

assim a dificuldade desses farmacos sairem do lisossomo (KORNHUBER et al., 2010).

2.3 Mitocbndrias

As mitocondrias s&o um alvo subcelular muito importante para muitos FS usados em
PDT. Isso porque quando os FS entram em contato com a mitocondria ocorre 0 estresse
oxidativo por conta das EROs que s@o capazes de induzir a morte celular imunogénica da
célula apds a irradiagdo. Fazendo com que isso atrapalhe a respiracdo celular e cause danos
irreversiveis. Os FS atuam na mitocondria por conta da polarizacdo de suas membranas que é
carregado negativamente em relacdo ao meio exterior e de sua hidrofobicidade, no caso de
moléculas carregadas negativamente. A cauda disso € devido a combinacdo do potencial da
membrana mitocondrial é o gradiente de pH produzido por conta do bombeamento de prétons
nas proteinas da cadeia respiratoria (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004,
BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007; DABROWSKI et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a atividade anti-leishmanial in vitro e a atividade fototdxica de porfirinas frente a
formas de L. amazonensis.

3.1 ESPECIFICOS:

Avaliacdo fototoxica de porfirinas usando TFD frente a promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, assim como frente a macr6fagos peritoneais de
camundongo, na presenca e auséncia de luz branca.

Quanto a investigacdo dos mecanismos de acao das moléculas em estudo:

Porfirinas usando TFD: Determinacdo da morte celular induzida na presenca e auséncia de
luz branca apos tratamento com o fotossensibilizador que apresentou a melhor atividade anti-
leishmanial usando TFD.

Determinacgéo de medida do acimulo de EROs intracelular.

Determinagéo da colocalizagdo do FS nas promstigotas.



35

4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo dos parasitas
Formas promastigotas de L. amazonensis (MPRO/BR/1972/M1841-LV-79) foram

cultivadas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi), 1% de

solugdo de antibidticos estreptomicina/penicilina (10 mg/mL / 10000 uM/mL) em garrafas de

25 cm? (TPP®) & 27°C + 2, repicadas entre 5 a 8 dias até 0 momento de uso para os diversos

ensaios bioldgicos.

4.2 Moléculas da classe das porfirinas Estudadas
A sinteses das porfirinas foi realizada no Laboratorio de Materiais Bioinorganicos e

Porfirinicos da Universidade Federal de Santa Maria a cargo do Prof. Dr. Bernardo Almeida

Iglesias, de acordo com metodologia previamente descrita por (ROSSI et al., 2020). Ao total

foram sintetizadas 8 moléculas, como apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 -Estrutura das porfirinas com potencial anti-leishmanial utilizadas neste estudo.

’ Moléculas ESTRUTURA DAS PORFIRINAS
Porfirinas
Catidnicas A e Q_
Tetra y O o~
platinadas _
(3-PtTPyP e
4-PtTPyP) R e
F ) ]
D G4
Chemical Formula: CasHzgCliN joP1,5" Chemical Formula CaoHes ClyMN 3 aPty ™
Exact Mass: 2162, 2353 [3-PITPyP] Exact Mass: 2162 2353 [4-PATPyP]
l
Y
L= —Pd-CI
PN
Porfirinas L _
Cationicas = AN 3y, 'ri: )
P~ & wm rL'-\ H\r'-—-‘\"l'n"““
Tetra A~ W >\ ~:’f_ (—\xN_ pa—l__)
== Y / A cl -
Paladadas N -t
QU_J 2
(3-PdTPyP e T
o
4-PdTPyP) .
-
I r)‘ b
P
Chemical Formula: CagHzgCliFzM 1P sPds* Chemical Formula: CacgHeaCliFaMgPaPd

Exact Mass: 2390, 7840 [3-PdTPvP] Exact Mass: 2162. 2353 [4-PdTPvP1
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Porfirina
Cationicas
Tetra Metiladas
(3-TMePyP e
4-TMePyP)

Chemical Formula: CggHaaMNg"" Chemical Formula: CaqHaglgMeg®™
Exact Mass: 818,1974 [3-TMePyP] Exact Mass: 1185,9398 [4-TMePyP]

Porfirina neutra

Tetra Pirimidil
(3-TPyP e
4-TPyP)
. M~
Chemical Formula: C,4gHzgMNg Chemical Formula: CygHzgMNg
Exact Mass: 618,2280 [3-TPyP] Exact Mass: 618,2280 [4-TPyP]

4.3 Avaliacéo da captacéo - das Porfirinas em Leishmania amazonensis
Para avaliar a captacdo dos diferentes FS, 5 mL da cultura de promastigotas de L.

amazonensis a uma concentracido de 1x10’ parasitas/mL cultivadas em meio LIT foram
colocados em tubos falcons com diferentes concentracdes dos compostos porfirinicos (100 a
1 nM) ao abrigo da luz sobre agitacdo constante (agitador de oscilacdo gangorra) a 27° C em
diferentes tempos (1h, 3h, 6h, 12h e 24h). Em seguida, as células foram centrifugadas e
lavadas, o sobrenadante foi descartado para eliminar o excesso de FS e ressuspendido em 1
mL de PBS 1X. Em seguida, 200 pL da cultura celular foram distribuidas em triplicata em
placas pretas de fundo claro de 96 pocos. O PBS foi utilizado como controle. A leitura da
fluorescéncia foi feita utilizando o leitor de placa TECAN (INFINITE pro 200), a 415 nm de
excitacdo e 650 nm de emissdo. Gréaficos de tempo vs. intensidade de fluorescéncia foram
realizados para todos os compostos para determinar o pico maximo de fluorescéncia (maior
acumulacdo dos compostos ao interior celular), determinando assim o tempo necessario para
a internalizacdo das porfirinas através da membrana dos parasitas. Este ensaio esta baseado
em metodologia previamente estabelecida por LINARES et al., 2020; MANZANO et al 2011.
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4.4 Atividade anti-promastigota

Em resumo 1 x 107 parasitas/mL de formas promastigotas de L. amazonensis foram
utilizadas para a avaliagdo da atividade anti-leishmanial de acordo com metodologia
previamente descrita (VELASQUEZ et al., 2017; VELASQUEZ et al., 2021). Em resumo, 97
uL de promastigotas na fase logaritmica foram colocadas em placas de 96 pogos (TPP®) e
tratadas com diferentes concentragdes dos FSs (0,1 nM a 5000 nM) em estudo, previamente
solubilizados em DMSO (a concentracdo final de DMSO nos ensaios foi de 3%) e adicionados
a suspensdao de parasitas. Em seguida foram deixados os compostos por 12 h para sua
acumulacéo intracelular, seguida da irradiacdo com Led Branco (40mW/Cm?) por 30 min e
60 min utilizando um Biotable. Posteriormente foram protegidas da luz e postas para incubar
por 48 ha 27°C + 2.

O mesmo ensaio foi realizado com promastigotas na auséncia de irradiacdo e na
presenca dos FSs. Apos incubagdo das placas, foi adicionado 10 pL de uma solugdo de MTT
6 mM / PMS 0,7 mM, seguido por nova incubacéo por 75 minutos ao abrigo da luz para a
reducdo dos cristais de formazan por enzimas mitocondriais de células viaveis. Finalmente,
para solubilizacdo dos cristais de formazan, foi adicionada uma mistura de PBS/Isopropanol
(2:1) e a leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm em espectrofotémetro UV -visivel
(Tecan®). Por meio de regressdo ndo linear foi determinado o valor da concentracédo efetiva
a0 50% (ECso-pro) utilizando o software Bioestat®. Os dados foram expressos como média +
DP de triplicata independentes. Para o calculo das doses utilizadas nos ensaios usando TFD,

utilizou-se a seguinte equacao:

... 40 mw(Poténcia do led) Watts
Irradiancia = o =0,04 x Cm?
Onde, 1 watts = . 1]=W.s

5

Tempo de iluminacdo : 1800 s e 3600 s

Dose de luz : Irradiancia x tempo = (0,04x %) x (1800 s)

2

. Watts I

Dose : 72 o 72 o2 e

Dose de luz : Irradidncia x tempo = (0,04x C—?n;) X (3200 s)
. Watts ]

Dose : 144 - 144Cm2
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4.5 Avaliacéo da Foto-citotoxicidade
Macréfagos peritoneais de camundongo de machos Swiss entre 6 a 8 semanas foram

extraidos seguindo os protocolos previamente estabelecidos (VELASQUEZ et al., 2016,
2017) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP, sob o protocolo CEUA/FCF/CAr: 11/2021 (Apendice pag 78).
Apobs a extracdo, as células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10%
SFB e 1% de solugdo de antibiodticos estreptomicina/ penicilina.

Apds contagem diferencial utilizando azul de tripan em camara de Neubauer, 5 x 10°
macréfagos/mL foram transferidos a placas de 96 pocos e incubadas a 37 °C em estufa com
5% CO2 por 6 h para aderéncia dos macr6fagos. Apos esse periodo, o meio foi renovado e
tanto os FSs como o farmaco de referéncia (Anf B) foram adicionados em diversas
concentragdes e incubados por 12h a 37°C em estufa com 5% CO3, para garantir a acumulagédo
dos compostos ao interior das células antes do processo de irradiacdo. Para o processo de
irradiacdo, utilizaram-se as mesmas doses de luz 72 J/lcm? e 144 J/cm?, usando Led Branco
como descrito na avaliagcdo da atividade anti-promastigota. Posteriormente as placas foram
protegidas da luz e postas para incubar por 24 h a a 37 °C / 5% CO». A determinacdo de
macrofagos viaveis foi realizada usando o ensaio colorimétrico de MTT de acordo com
metodologia previamente estabelecida (VELASQUEZ et al., 2016, 2017; LINARES et al.,
2020). Os resultados foram expressos como CCso e realizados por regressdo ndo linear
utilizando-se o software Bioestat ®. Os dados foram expressos como média + DP de triplicatas

independentes e os graficos foram feitos no Prism — GraphPad.

4.6 Atividade anti- amastigota
Para a avaliacdo da atividade antiparasitaria contra as formas amastigotas

intracelulares de Leishmania seguiu-se a metodologia previamente estabelecida por
(VELASQUEZ et al., 2016, 2017; LINARES et al., 2020). Em resumo, macrdfagos
peritoneais de camundongo de machos foram ressuspendidos em meio RPMI suplementado
com 10% SFB e 1% de solucdo de antibi6ticos estreptomicina/ penicilina, e apds contagem
diferencial utilizando azul de tripan em cAmara de Neubauer, 5 x 10° macréfagos/mL foram
transferidos a placas de 24 pocos com laminulas circulares e incubadas a 37 °C em estufa com
5% CO, por 6 horas para aderéncia dos macréfagos. Apds esse periodo, 1 x 10’
promastigotas/mL de L. amazonensis foram utilizadas numa proporcao de 5 parasitas para 1
macrofago, por 8 horas para o processo de infecgdo. Seguidamente, o meio foi renovado e

tanto os FSs como o farmaco de referéncia foram adicionados em diversas concentragdes e
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incubados por 12 h a 37 °C/ 5% CO., para garantir a acumulacdo dos compostos ao interior
das celulas antes do processo de irradiacdo. Para o processo de irradiacdo, utilizou-se uma
dose de luz de 72 J/cm?, usando Led Branco como descrito na avaliacdo da atividade anti-
promastigota. Posteriormente as placas foram protegidas da luz e postas para incubar por 24
ha 37 °C / 5% CO,. Depois do periodo de incubagdo, as laminulas, contendo o material
celular, foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e removidas das placas para
observacdo em microscopia Optica comum e contagem do nUmero de amastigotas
intracelulares em cada 100 macrofago (PASSALACQUA et al., 2015; VELASQUEZ et al.,
2016). Por meio de regresséo ndo linear foi determinado o valor da concentragéo efetiva ao
50% (ECso-ama) utilizando o software Bioestat®. Os dados foram expressos como média +

DP de triplicatas independentes.

4.7 Caélculo do indice de seletividade (1S)
Os calculos foram baseados de acordo com os resultados de citotoxicidade dos

macrofagos peritoneais de camundongo (CCso) e da atividade antileishmanial (ECso), a
relagdo CCso/ECso foi utilizada para determinar o indice de seletividade (IS) (BOLLINI et al.,
2009). indices com valores superiores a 10 sugerem que 0 uso do composto pode ser
considerado seguro (PASSERINI et al., 2008).

4.8 Medida do acimulo de EROs intracelular (*03)

Promastigotas na fase mid log (1 x 10’ parasitas/mL) de L. amazonensis foram
cultivadas em meio LIT, centrifugadas e ressuspendidas em meio HBSS. Placas de 24 pocos
foram utilizadas para incubar 2mL de parasitas com 0s FSs huma concentracdo final de 125
nM por 12 h. Passado o periodo de incubacao os parasitas foram centrifugados por 2000 rmp
por 10 minutos a temperatura ambiente e ressuspendidos em 1mL de meio HBSS, em seguida,
10 pL da sonda H.DCFDA (2°,7"-dichlorodihydrofluerescein diacetate, sigma) foram
adicionados e os parasitas foram deixados em incubacdo ao abrigo de luz por 25 min sob
agitacdo constante a 27°C, seguido do processo de irradiacdo com luz branca a uma dose de
72 Jlcm?. Em seguida, 200 pL das amostras foram postas em placas pretas e lidas em
espectrofotbmetro (Tecan) a 480/ 530 nm. Para os brancos foi utilizado o FS + 1mL de HBSS
sem irradiacdo. Como controle, parasitas na presenca e auséncia de luz branca sem os FSs
foram utilizadas. Os dados foram expressos como média + DP de triplicatas independentes e

os graficos foram feitos no Prism — GraphPad.
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4.9 Colococalizagéo
Em resumo 1 x 107 promastigotas/mL de L. amazonensis foram cultivadas em meio de

cultura livre de SFB e incubadas por 12 h com 125 nM de cada FSs. Apés este periodo, 0s
parasitas foram centrifugados por 10 min a 2000 xg e, em seguida, o pellet foi ressuspenso em
1 mL de meio de cultura livre de SFB com LysoTracker™ Green DND-26 (75 nmol/L) por
90 min. Do mesmo modo, um experimento semelhante foi realizado utilizando o marcador
MitoTracker™ Orange CM-H2TMros (M7511) (200 nmol/L) por 90 min. Em seguida, 0s
parasitas foram centrifugados, lavados com PBS e ressuspensos em 100 pL. de meio fresco
pré-aquecido livre de SFB. Os parasitas foram imobilizados em laminula de vidro previamente
tratada com 1 pul de Corning® Cell-Tak™ para posterior aquisi¢do das imagens por
microscopia de fluorescéncia confocal (Carl Zeiss LSM 800) com aumento de 40x. A
fluorescéncia de MitoTracker™ Orange e LysoTracker™ Green foi capturada em 554/576 nm
e 504/511 nm, respectivamente, e a dos fotossensibilizadores a 415 nm excitagdo/ 650 nm

emissao.

4.10 Avaliagado do tipo de mecanismo de morte potencialmente induzido por Porfirinas
usando TFD utilizando a coloracéo de brometo de etidio/laranja de acridina (BE/LA)

Para as porfirinas que obtiveram os melhores ECso-pro € indice de seletividade
(3PdTPYP, 3PtTyP e 3TPyP), e seus isdmeros (4PdTPyP ,4PtTyP e 4TPyP) foi avaliado o
mecanismo de morte celular induzido frente a L. amazonensis usando TFD. Em resumo,
promastigotas de L. amazonensis na fase de med log (1 x 107 parasitas/mL) foram incubados
por 12 h com os FSs (125 nM) e posteriormente centrifugados por 10 min a 2000 xg, lavados
com PBS e irradiados com luz branca a uma dose de luz de 72 J/cm?. 6 h e 24 h ap6s irradiagao,
0s parasitas foram centrifugados e ressuspendidos em 100 pL de PBS, seguida da adigdo de 2
puL da mistura de BE/LA (1 mg/mL) e imobilizados em uma lamina de vidro previamente
tratada com Cell-Tak™. Os parasitas marcados foram visualizados por microscopia de
fluorescéncia (Carl Zeiss LSM 800) com aumento de 40x. Para quantificar a porcentagem de
cada evento foram contadas 200 células de cada amostra. Onde as células vidveis foram
visualizadas de color verde, as células necréticas em vermelho e as células apoptoticas em

amarelo/laranja.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da acumulacgéo de Porfirinas em promastigotas de L. amazonensis
Com o objetivo de verificar a internalizacdo das porfirinas em promastigotas de L.

amazonensis, 0s parasitas foram tratados com diferentes concentragfes dos FSs para
determinar a melhor concentragdo na qual ndo se formaram agregados e observara-se o melhor
espectro de fluorescéncia, sendo que na concentracdo de 150 nM acharam-se 0s parametros
ideais para realizar o ensaio de acumulacdo das porfirinas. Seguidamente, os FSs foram
adicionados a uma cultura de L. amazonensis como descrito em materiais e métodos, sempre
eliminando o excesso do FS ndo interiorizado, e incubados em diferentes tempos para
determinar o tempo apropriado de acumulagdo, como observa-se na figura 6. A intensidade
de fluorescéncia observada nos diferentes tempos analisados demonstrou que com 12 h e 24
h apresentou-se a maior emissao de fluorescéncia na maioria dos compostos, 0 que sugere que
a maioria das porfirinas conseguiram penetrar a membrana plasmatica do parasita neste

periodo de tempo.

Figura 6 - Avaliacdo da acumulacdo das Porfirinas em formas promastigotas de Leishmania
amazonensis. Sendo: Cl e 7 (4-PtTPyP, 3-PtTPyP), C2 e C6 (4-TPyP, 3-TPyP), C3 e C7
(3-PdTPyP e 4-PdTPyP), C5 e C8 (4-TMePyP, 3-TMePyP).
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5.2 Avaliacdo da atividade anti-leishmanial de Porfirinas frente a Leishmania usando
TFD
A proliferagéo celular de promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis

expostas a diferentes concentracdes das porfirinas por 12h, na presenca (72 e 144 Jicm?,
correspondente a 30 e 60 min de irradiagdo, respectivamente) e auséncia de luz branca
(Escuro), foi avaliada apds 48h de irradiacdo e o valor de ECso foi determinado, Tabela 2.

Tabela 2 Atividade fototoxica (ECso) e foto-citotdxica (CCso) in vitro de porfirinas frente as
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis e macrdfagos murinos
por meio de TFD, respectivamente. NA: ndo apresentou atividade na méxima concentragdo
testada (5000 nM). Promastigotas e amastigotas de Leishmania e macréfagos peritoneais de
camundongo foram incubados por 12 h utilizando diferentes concentragdes dos compostos,
seguidos da irradiacio com Led branco72 Jicm? e 144 J/cm? Os parasitas foram irradiados
por 30 e 60 min, enquanto os macrofagos peritoneais por 30 min.

Porfirinas ECso-pro ECso-rro ECso-ama CCso
72 Jlcm? 144 J/cm? 72 Jlem? 72 Jlcm?
(nM) (nM) (nM) (nM)
4-PtTPyP 597,0+314 405 +35 331,3+4,5 1950 + 50
(3.3) (6)
3-PtTPyP 8,7+04 305+75 276+6,7 1850 + 150
(213) (67)
4-TPyP 3335+ 1665 370041000 - 1940 + 60
(0,6)
3-TPyP 255+75 9+1 479+44 1580 + 15
(62) (33)
4-PdTPyP 49,7+19,5 51+12 426,3+6,8 NA
(>100) (>12)
3-PdTPyP 15+£5 20+ 1 38,8+115 1280+580
(85,3) (33)
4-TMePyP 48,75+ 95 365 + 765 NA NA
3-TMePyP 3360 + 1260 1420 + 320 NA NA
Anf B 3200 + 100 — 4920 + 140 23100 + 2500
(sem irradiagdo) (7,2) 4,7)

Os valores sdo expressos como media £ DP em nM. Valores em negrito fazem referéncia ao
valor do indice de seletividade (IS).

Na auséncia de irradiacdo nenhuma diminuicdo na porcentagem de promastigotas
vidveis foi observada (Figura 7) contudo, ap6s a aplicagdo da TFD, as porfirinas
demonstraram efeito fototoxico frente aos parasitas em ambas as doses de luz avaliadas (72 e

144 Jlcm?), como observado nas figuras 8, 9,10 e 11.
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Promastigotas tratados com as porfirinas cationicas tetra platinadas e tetra paladadas
(4-PtTPyP, 3-PtTPyP, 4-PdTPyP, 3-PdTPyP) correspondentes as Figuras 8 e 9,
respectivamente, apresentaram uma notavel reducdo da porcentagem de células vidveis
(>80%) apos irradiagdo na maior concentracdo testada (1uM). Com tudo, um favorecimento
da atividade fototdxica foi observado nas porfirinas substituidas na posicéo 3 (posi¢do meta).
De igual forma, as porfirinas neutras tetra-piridil (4-TPyP, 3-TPyP), Figura 10, apresentaram

o mesmo perfil de atividade fototoxica frente as formas promastigotas de Leishmania.

O efeito fototoxico das porfirinas frente as formas promastigotas de Leishmania
usando a dose de luz de 72 J/cm? apresentou a seguinte ordem de atividade anti-leishmanial
de acordo com os valores reportados na tabela 2: 3-PtTPyP > 3-PdTPyP > 3-TPyP > 4-
PATPyP > 4-PtTPyP > 4-TPyP > 3-TMePyP > 4-TMePyP. Entretanto, ao incrementar a
dose de luz (144 J/cm?), observa-se uma mudanca na ordem de atividade como segue: 3-TPyP
> 3-PATPyP > 3-PtTPyP > 4-PdTPyP > 4-TMePyP 4-PtTPyP > 3-TMePyP > 4-TPyP.
Em ambos os casos, as porfirinas tetra-paladadas (PdTPyP), tetra-platinadas (PdTPyP) e a
porfirina neutra (TPyP) substituidas na posicdo meta, mostram serem as moléculas com maior

potencial antileishmanial frente as formas promastigotas do parasito.

Figura 7- Avaliacdo da proliferacdo celular de L. amazonensis Porfirinas Catidnicas tetra
platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP), Porfirinas catidnicas de palaladio (4-PdTPyP e 3-
PdTPyP), Porfirinas neutras pirimidil (4-TPyP e 3-TPyP) e Porfirinas tetra metiladas (4-
TMePyP e 3- TMePyP) na auséncia de luz branca (escuro). O controle corresponde as formas
promastigotas de Leishmania na auséncia de FS.
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Figura 8- Avaliagdo da proliferagdo celular de L. amazonensis na presenca de Porfirinas
Cationicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP) usando TFD na presenca (72 J/cm? e 144
Jlem?). O controle corresponde as formas promastigotas de Leishmania na auséncia de FS ao
controle (P< 0,01).
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Figura 9 — Avaliacdo da proliferacdo celular de L. amazonensis na presenca de Porfirinas
Cationicas tetra paladadas (4-PdTPyP e 3-PdTPyP) usando TFD na presenca (72 J/lcm? e 144
Jlem?). O controle corresponde as formas promastigotas de Leishmania na auséncia de FS.
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Figura 10 - Avaliacdo da proliferacdo celular de L. amazonensis na presenga de Porfirinas
Catidnicas neutra pirimidil (4-TPyP e 3-TPyP) usando TFD na presenca (72 J/icm? e 144

Jlem?). O controle corresponde as formas promastigotas de Leishmania na auséncia de FS.
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relativa ao controle (P< 0,01).

Figura- 11 Avaliacdo da proliferacdo celular de L. amazonensis na presenca de Porfirinas
Cationicas tetra metiladas (4-TMeTPyP e 3-TMeTPyP) usando TFD na presenca (72 J/cm?
e 144 Jicm?). O controle corresponde as formas promastigotas de Leishmania na auséncia de

FS.
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Os dados foram expressos como a média £ DP. *: diferenca estatisticamente significativa
relativa ao controle (P< 0,01).

Em geral, estes FS ndo se mostraram toxicos quando testados em macréfagos

peritoneais de camundongo, sendo que as moléculas 3-PtTPyP (IS: 213), 3-PdTPyP (1S:85,2)

e 3-TPyP (IS: 61,9) demonstraram maior seletividade frente as promastigotas.
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O efeito observado sobre a viabilidade celular produzido pelos FSs utilizando TFD
depende do tipo de célula, da concentracdo de oxigénio, e do tipo e quantidade de FS
armazenado dentro da célula, assim como também, da dose de luz aplicada e do seu
comprimento de onda (Allegra et al., 2020). Como visto no caso das formas promastigotas,
um aumento na dose de luz, baixo as mesmas condigdes experimentais, influéncia no potencial
antileishmanial das porfirinas e demonstra uma mudanca na sua ordem de atividade. De
maneira similar realizou-se a avaliacdo do efeito foto-citotoxico destas porfirinas usando as
mesmas doses de luz frente a macrofagos peritoneais de camundongo. Contudo, na dose de
144 J/cm?, na auséncia dos FSs, os macrofagos sofreram sérios danos na sua membrana celular
0 que se viu refletido na porcentagem de células viaveis ao usar o método colorimétrico de
MTT (sé 20% das células foram vidveis na presenca da luz branca). Por tanto, os ensaios em
macrofagos murinos foram realizados utilizando s6 a dose de 72 J/cm?, onde na auséncia dos
FSs, nenhuma alteracdo foi observada e encontrou-se mais de 95% de células viaveis apos

irradiacao.

Nas figuras 12, 13, 14, 15 e 16 observa-se o efeito foto-citotoxico (CCso, Tabela 2) das
porfirinas frente a macrofagos intraperitoneais de camundongo na auséncia e presenca de luz
branca. Na figura 12 observa-se que na auséncia de irradiacdo (escuros) se apresenta uma
reducdo na porcentagem de células vidveis de 20%, que na maioria dos casos, nao €
estatisticamente significativa quando comparado com as células que ndo foram incubadas com
0 FS (controle). Entretanto, igual ao observado frente as promastigotas de Leishmania, apos
aplicacdo da TFD, as porfirinas incrementaram seu efeito foto-citotoxico nas maiores
concentragdes testadas (2,5 e 1 uM). Contudo, uma menor porcentagem de células viu-se
afetada pelo efeito conjugado entre o FS e o processo de irradiacdo com led branco (< 50%).
Em geral, estes FS se mostraram um pouco tdxicos quando testados frente a macrofagos
peritoneais de camundongo na presenca de luz branca (72 J/cm?) como reportado na tabela 2,

0 que seria essencial no tratamento de pacientes com LC.
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Figura 12- Avaliacdo da viabilidade celular frente a macr6fagos murinos de porfirinas
catidnicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP), porfirinas catibnicas de palédio (4-
PdTPyP e 3- PdTPyP), porfirinas neutras pirimidil (4-TPyP e 3-TPyP) e porfirinas tetra
metiladas (4-TMePyP) na auséncia de luz branca (escuros). O controle corresponde as formas
promastigotas de Leishmania na auséncia de FS.
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Os dados foram expressos como a média + ativa relativa ao controle (P < 0,05). DP. *:
diferenca estatisticamente signific ativa relativa ao controle (P < 0,05).

Figura 13- Avaliacdo do efeito foto-citotoxico de porfirinas cationicas tetra platinadas, 3-
PtTPyP e 4-PtTPyP, frente a macréfagos peritoneais de camundongo usando TFD na
presenca (72 J/cm?). O controle corresponde aos macrofagos intraperitoneais na auséncia de
FS.
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Os dados foram expressos como a média £ DP. *: diferenca estatisticamente significativa
relativa ao controle (P < 0,05).



48

Figura 14 — Avaliacdo do efeito foto-citotoxico de porfirinas Neutras -piridil, 3-TPyP, 4-
TPyP frente a macréfagos peritoneais de camundongo usando TFD na presenca de luz branca
(72 Jicm2). O controle corresponde aos macr6fagos intraperitoneais na auséncia de FS.
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Os dados foram expressos como a media £ DP. *: diferenca estatisticamente significativa
relativa ao controle (P < 0,05).

Figura 15- Avaliacdo do efeito foto-citotoxico de porfirinas catidnicas tetra paladadas, 4-
PdTPyP e 3-PdTPyP frente a macrdfagos peritoneais de camundongo usando TFD na
presenca de luz branca (72 J/cm2). O controle corresponde aos macrofagos intraperitoneais
na auséncia de FS.
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Os dados foram expressos como a méedia £ DP. *: diferenca estatisticamente significativa
relativa ao controle (P < 0,05).
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Figura 16- Avaliacdo do efeito foto-citotoxico de porfirina catibnica tetra Metilada 4-
TMePyP frente a macréfagos peritoneais de camundongo usando TFD na presenca de luz
branca (72 J/icm2). O controle corresponde aos macréfagos intraperitoneais na auséncia de FS.

4-TMePyP 72 Jicm2
150

1004

Vivos(7%)

w
(=]
L

B

S RRAT
o{.‘

“ [nM]

Os dados foram expressos como a média + DP. *: diferenca estatisticamente significativa
relativa ao controle (P < 0,05).

Devido a que 0 aumento na dose de luz mostrou um efeito foto-citotdxico frente a
macrofagos murinos, a avaliagdo da atividade antileishmanial dos FSs frente as formas

amastigotas intracelulares de Leishmania foi realizado utilizando a dose de luz de 72 J/cm?.

As moléculas 3-PtTPyP, 4-PtTPyP, 3-PdTPyP, 4-PdTPyP e 3-TPyP que
demonstraram a melhor atividade anti-promastigota na presenca de luz foram utilizadas nos
ensaios de amastigota intracelular e os valores de suas atividades encontram-se reportados na
tabela 2 (ECso —ama). Adicionalmente, usando os valores de ECso € CCso foi determinado o
valor do indice de seletividade (I1S) de cada uma das porfirinas utilizadas neste estudo (tabela
2). Sendo que o efeito fototoxico das porfirinas frente as formas amastigotas do parasita, que
sdo as formas clinicamente relevantes, apresentaram a seguinte ordem de atividade anti-
amastigota ao serem irradiadas com uma dose de luz branca de 72 J/cm?: 3-PtTPyP > 3-
PdTPyP > 3-TPyP > 4-PtTPyP > 4-PdTPyP. O anterior mostra que as porfirinas 3-PtTPyP,
3-PdTPyP e 3-TPyP sdo as moléculas com melhor potencial para serem utilizadas no
tratamento da LC, pois em ambas as formas do parasita (promastigotas e amastigotas)
apresentaram os melhores valores de atividade anti-leishmanial (Tabela 2), mostrando
novamente que a substituicdo na posicdo 3 (meso) neste tipo de porfirinas potencializa a a¢éo
fotodinamica observada, similar ao reportado por Rossi e colaboradores (2020) em diferentes

espécies de Mycobacterium. Comparando a atividade fotodinamica reportada destas porfirinas
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tetra-catidnicas com uma poténcia cerca de 100 vezes superior ao encontrado com o farmaco
de referéncia Anf B (ECso-rro: 3200 nM; ECso.ama: 4920 nM), corrobora-se o grande

potencial de aplicacdo destas moléculas para o tratamento da LC.

Por outro lado, se observarmos os valores de seletividade encontrados para estas
moléculas (IS em negrito, Tabela 2) evidencia-se que a porfirina tetra-catibnica 3-PtTPyP é
a mais seletiva frente as formas amastigotas intracelulares do parasita, que sdo as formas
presentes no hospedeiro mamifero. Seguem em termos de seletividade as porfirinas 3-
PdTPyP = 3-TPyP > 4-PdTPyP, o que faz destas porfirinas 6timos candidatos para serem
futuramente testados em modelos animais para avaliar sua eficacia in vivo por meio de TFD

como alternativa terapéutica para o tratamento da LC.

5.3 Mecanismo de acao das porfirinas frente a Leishmania por medio de TFD

Devido ao fato de que a alta fotoatividade reportada para os derivados de Pt (1) e Pd
(11) de porfirinas tetra catidnicas esta diretamente associado com suas propriedades fotofisicas
e fotoquimicas, realizou-se a medida do acumulo de EROs utilizando a sonda H,DCFDA
(2',7'-diacetato de diclorofluoresceina) induzido pelo tratamento com as porfirinas frente a
Leishmania apos irradiagdo (72J/cm?). A sonda H,DCFDA detecta a producgdo do anion
radical superdxido (O2™), o perdxido de hidrogeno (H202), o dioxigénio singlete (*O,) e o

radical hidroxila (HO"), os quais estdo relacionados com as rea¢des do Tipo | na TFD.

De acordo com a figura 17 é possivel observar a alta producdo de EROs geradas na
presenca de luz branca nas primeiras 6h de tratamento pelas moléculas: 3-TPyP > 4-PdTPyP
> 4-PtTPyP > 3-PdTPyP > 4-TPyP > 3-PtTPyP, enquanto que apds 24h de incubacdo com
0s FS seguido do processo de irradiacdo observa-se que as moléculas que geram maior
quantidade de EROs nas formas promastigotas de Leishmania foram a 3-TPyP > 3-PdTPyP
> 3-PtTPyP. Estes resultados sugerem que as porfirinas substituidas na posicdo meso sao

capazes de induzir uma maior producdo de EROs a maiores tempos de incubacéo.

De acordo com Cocca, Tasso e colaboradores (2018) o aumento de atividade
fotodinamica de porfirinas tetra-catiénicas de Pt (1) nas posi¢cfes meso e para estd associado
aos altos valores de rendimentos quanticos de triplete (®T) e alta generagdo de oxigenio
singlete (®A). O oxigénio singlete é um produto das reagdes fotoquimicas do Tipo Il e tem

sido reportada como o principal agente responsavel pela acdo fotodindmica de porfirinas


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_%C3%A2nion_super%C3%B3xido&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_%C3%A2nion_super%C3%B3xido&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dioxig%C3%A9nio
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(Cocca et al., 2018; Xiong et al., 2019; Rossi et al., 2020). Isto poderia ser um dos motivos
pelos quais, em algum dos casos, ndo se encontra uma direta associacdo entre o efeito anti-
leishmanial reportado pelas porfirinas aqui testadas e a quantidade de EROs mensuradas em
nossos ensaios. Como é o caso da molécula 3-PtTPyP que apresentou a maior atividade
fotodindmica frente as formas promastigotas e amastigotas do parasita, mas demonstrou uma
baixa inducdo na formacdo das EROs detectadas pela sonda H>DCFDA. Sendo que
possivelmente sua acdo fotodindmica esteja diretamente relacionada com a geracdo de

oxigénio singlete.

Figura 17 - Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio utilizando 150 nM das
porfirinas catidnicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP), tetra paladadas (4-PdTPyP e
3-PdTPyP) e neutras (3-TPyP, 4-TPyP) apds 6h e 24h de incubacdo usando TFD na presenca
de luz branca (72 J/cm?). DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram expressos como
a média + DP. *: diferenca estatisticamente significativa relativa ao controle (P < 0,01). o
diferenca estatisticamente significativa entre os dois periodos de incubagdo (P< 0,01). Anélise
estatistica foi determinada por ANOVA Two multiple comparisons test.
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A presenca de cargas positivas nas posicoes periféricas da porfirina incrementa o
carater anfifilico das moléculas o que estd diretamente relacionado ao incremento das
interacdes com as estruturas das membranas do parasita e consequentemente sua
internalizacdo e acumula¢do nos compartimentos subcelulares (DURANTINI; LAZZERI,
2003; ROSSI et al., 2020). Uma vez que o FS se difunde através das membranas celulares

pode localizar-se em diferentes compartimentos como a mitocdndria, 0s lisossomos, e/ou 0
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reticulo endoplasmatico, entre outros (AL-QAHTANI et al., 2016; LINARES et al., 2020;
MATEUS et al., 2014). A localizacéo do fotodano em alvos subcelulares especificos é critica
para a ativacgao de vias de sinalizagdo/regulacdo particulares e a magnitude e tipo de resposta
celular, bem como quanto a0 modo de morte celular ap6s TFD (BENOV et al., 2015). As
mitocdndrias sdo um alvo subcelular muito importante para muitos FS usados em TFD devido
a tendéncia para induzir a célula a morte fotodindmica por apoptose (MORGAN et al., 2001;
CASTANO et al., 2004).

Tasso e colaboradores (2017) demonstraram que porfirinas catidnicas de platina meso
substituidas e seus isdmeros podem atingir diversos alvos intracelulares, como os lisossomos,
as mitocondrias e o nucleo, indistintamente das modificacOes realizadas as diferentes posicoes
do anel piridil da porfirina. Adicionalmente, Andrade e colaboradores (2018) demonstraram
que porfirinas de zinco em promastigotas e amastigotas de L. brasiliensis apresentam um
maior efeito fotodindmico que seus analogos livres de metal e isto € atribuido a um aumento
das interacdes do FS com a membrana celular devido a presenca do metal. Por tanto, analises
da colocalizacao das porfirinas catiénicas de Pt (1) e Pd (1) meso substituidas, seus isbmeros
e seus analogos livres de metal (porfirinas neutras) foram realizados usando o marcador de
mitocéndria MitoTracker™ Orange ¢ o marcador de lisossomos LysoTracker™ Green como

descrito em materiais e métodos.

Na Figura 18, observa-se que a porfirina tetra-catiénica 3-PtTPyP (a qual vai ser
utilizada como molécula representativa dos resultados obtidos com os FS aqui utilizados) foi
capaz de permear a membrana plasmatica de Leishmania desde que sua acumulacdo foi
observada no citoplasma dos parasitas. Esta porfirina foi localizada tanto em compartimentos
acidicos quanto na mitocéndria das formas promastigotas de L. amazonensis quando utilizado
LysoTracker Green e MitoTracker Orange, respectivamente. Resultados similares foram

obtidos com as demais porfirinas avaliadas (Material Suplementar, Figuras 23 a 24).

O tipo de morte celular induzido pela TFD depende das propriedades fisico-quimicas
do FS, sua localizacdo subcelular e concentracdo local, a concentracdo de oxigénio e o
comprimento de onda e intensidade da luz usada para iluminacdo (BENOV et al., 2015). Em
geral, FSs direcionados para a mitocondria sdo associados com morte celular por apoptose,
devido a disfun¢do mitocondrial, liberacdo de caspases e citocromo ¢ (CASTANO et al., 2004;
KESSEL; OLEINICK, 2018; MATEUS et al., 2014), enquanto que FSs com maior grau de

agregacdo tendem a se localizar nos lisossomos ou compartimentos acidicos e induzir a morte
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celular através da liberagdo de enzimas lisossdmicas no citosol ou por relocalizagdo do FS
apos irradiagdo em outros compartimentos. Uma vez que o lisossomo se rompe e suas enzimas
sdo liberadas a morte celular pode acontecer através do apoptose ou a necrose (CASTANO et
al., 2004; KESSEL; OLEINICK, 2018; LINARES et al.,, 2020; NAGATA et al., 2003;
BENOV et al., 2015), pelo que a andlises do tipo de morte celular potencialmente induzido
por estas moléculas também foi avaliado utilizando a marcagcdo com BE/LA como observa-se
na figura 19.

Figura 18 - Localizagéo celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-PtTPyP a 150 nM
incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia. (A) e (D)
Colocalizagédo de 3-PtTPyP (azul) detectada a 415-420 nm. (B) colocalizagad 3-PtTPyP com
LysoTracker™ Green DND-26 (verde) detectado a 504/511 nM; E) Co-localizacdo de 3-
PtTPyP (laranja) detectada a 415-420 nm com MitoTracker Orange™ CM-H,TMROS
detectado a 554/576 Nm. (C) e (F) (Merged) sobreposicdo de 3-PtTPyP com LysoTracker
Green e de 3-PtTPyP MitoTracker Orange dentro dos parasitas (Merged) observa-se pelo sinal
verde turquesa e rosa, respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 19- Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a) 3-PtTPyP
e (b) 3PdTPyP associados a TFD frente a Leishmania.lImagens representativas de
microscopoia confocal de fluorescéncia de promastigotas de L.amazonensis marcadas com
BE/LA ap6s 6h e 24h de irradiagdo com a luz branca 72J/cm? previamente incubadas com
150 nM de cada FSs promastigotas incubadas com (a) 3-PtTPyP e (b) 3PdTPyP que nédo
passaram pelo processo de irradiacdo foram utilizadas como controle.Células viaveis
encontram- se em verde, células em processo de apopotose — like em amarelo e necrose em
vermelho laranjado.

(a) Controle

(b)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 20- Mecanismo de morte celular potencialmente induzido por derivados de porfirinas
associados a TFD frente a Leishmania amazonensis. Porcentagem de células vivas, em
processo de like-apoptose e/ou necrose apos (a) 6h e (b) 24 h de incuba¢do com os FSs (150
nM) seguidos do processo de irradiagdo com luz branca (72 J/cm?). Promastigotas na auséncia
dos FSs (presenca e auséncia de irradiacdo) foram utilizadas como controle. Os dados foram
expressos como a média = DP. *: diferenca estatisticamente significativa relativa ao controle
(P <0,001). A anélise estatistica foi determinada por ANOVA Two multiple comparisons test.
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Como observado na Figura 20 as porfirinas 3-PdTPyPe 3-PtTPyP acarretam a morte
dos parasitas principalmente por necrose enquanto que seus isdmeros para apresentaram 0s
dois tipos de morte celular (Like-apoptose e/ou necrose). Nas primeiras 6h de tratamento as
moléculas 3-PtTPyP e 3-PdTPyP na presenca de luz branca induziram a morte do parasita
principalmente por necrose (52,2 % e 74,2 %, respectivamente). Enquanto que a molécula 4-

PtTPyP induz a morte das promastigotas, principalmente, por like-apoptose (81%). Do
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mesmo modo, apo6s 24 h de incubacdo com os FSs encontrou-se que ambas as moléculas 3-
PtTPyP e 3-PdTPyP apresentaram o mesmo tipo de mecanismo de morte induzido (necrose)
apos 6h de irradiacdo sobre os parasitas (78% e 79% respectivamente). Por outro lado, apds
24 h, a molécula 4-PtTPyP induz a morte do parasita tanto por necrose quanto por like-
apoptose, numa proporcao de 33,6% e 28,2%, respectivamente, mostrando que neste caso, 0
tempo de incubacdo pode ser determinante para o tipo de morte celular potencialmente
induzido pelo FS. Ja o isbmero 4-PdTPyP em ambos os tempos (6h e 24h) levou o parasita
na presenca de luz branca a morte principalmente por necrose (40%., nas primeiras 6h e 54,5
% apds 24h), sendo mais notorio seu efeito apds 24h de irradiacéo.

Em geral, observa-se que o tipo de morte celular preferencialmente induzido por estes
FSs ap0s TFD é majoritariamente necrose. A necrose pode desempenhar um papel essencial
na depuracdo do tecido, estimulando a resposta imune inata (GUERRIERO et al., 2008;
LINARES et al., 2020), o que pode contribuir no tratamento da LC.

Por outro lado, 3-TPyP mostrou-se como a molécula com maior capacidade de induzir
a producdo de EROs no parasita na presenca de luz branca (Figura 17), contudo, a geracao de
EROs nas primeiras 24h parece nédo ter nenhum efeito no potencial anti-leishmanial observado
nos ensaios bioldgicos (avaliados 48h apds irradiacdo). Isto mostra que ndo necessariamente
a producdo de EROs é diretamente proporcional ao efeito fototoxico do FS e sim,
provavelmente, esta relacionado com uma maior afinidade do FS pelas membranas e, por

tanto, a uma maior captacéo e acumulacdo do FS ao interior do parasita.

A distribuicdo de carga e a lipofilicidade de uma molécula estdo entre os parametros
mais importantes que controlam a captacao celular e a distribuicdo subcelular (BRISTOW et
al., 2006; EZZEDDINE et al., 2013; TASSO et al., 2017; IMRAM et al., 2018). Segundo
TASSO et al. (2017) as porfirinas meso substituidas, como é o caso das porfirinas 3-PtTPyP
e 3-PdTPyP, apresentam maior afinidade de ligacdo pelas membranas que seus isGmeros
para. A baixa simetria do anel piridil meso substituido pelos metais Pt (1) e Pd(ll) pode
conferir uma distribuicdo espacial de cargas que resulta numa maior polaridade e,
consequentemente, maior anfifilicidade em relacdo a seus isbmeros 4 permitindo assim uma
melhor interacdo com os fosfolipidios da membrana o que poderia estar relacionado com um
aumento de sua acdo fotodindmica e, por tanto, maior inducdo dos parasitas ao processo de

morte celular.
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Estes resultados sugerem que a eficicia da TFD deste tipo de porfirinas tetra-catibnicas
depende da carga da molécula, sua lipofilicidade, sua afinidade pelas membranas do parasita
e também, da sua localizagdo subcelular, jA que cada compartimento celular tem uma
sensibilidade variada segundo as espécies reactivas foto-generadas pelo FS (BENOV et al.,
2015). Como consequéncia, a distribuicdo subcelular da porfirina € um forte preditor de sua
eficacia fotodinamica.
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6.0 CONCLUSOES
Das oito porfirinas estudas neste trabalho as porfirinas com a substituicdo da posi¢édo

3 meso 3-PtTPyP, 3-PdTPyP e 3-TPyP, foram as que mais tiveram melhores resultados sobre
o efeito fototdxico contra as promastigotas e amastigotas de L. amazonensis na presenca de

luz branca.

Em relacéo a seletividade das moléculas as porfirinas 3-PtTPyP> 3-PdTPyP = 3-TPyP
> 4-PATPyP

As porfirinas 3-PtTPyP ,3-PdTPyP desencadearam morte celular das promastigotas

por necrose.

A porfirina 3-TPyP teve alta producdo de EROs mas apresentou em 6h apenas (11,5%
de necrose e 11,2 % de apoptose) e em 24h (24,4 %de necrose e 9,1 %de apoptose). Por ndo
apresentar metais de transicdo em sua molécula a porfirina neutra ndo teve maior interacao

com a membrana do parasita como apresentaram as porfirinas 3-PtTpYp e 3-PdTPyP.

Seria interessante investigar a producdo de oxigénio singlete que pode ser outro
mecanismo responsavel pela morte celular visto que as EROs nédo coincidiram com a da morte
celular dos parasitas. Pois a TFD possui dois tipos de mecanismo tipo 1 e tipo 2 que geram a

morte dos parasitas.

Assim, estes dados sugerem que a TFD mediada por porfirinas tetracationicas meso
substituidas por metais, como porfirinas tetracationicas meta Pt (I1) e Pd (Il) sdo Otimas

candidatas para atividade leishmanicida e para estudos futuros de in vivo.
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APENDICE 1
EROs

Figura 21- Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio utilizando 150 nM das
porfirinas catidnicas tetra platinadas (4-PtTPyP e 3-PtTPyP) palddio (4-PdTPyP e 3-
PdTPyP) e neutras (3-TPyP, 4-TPyP), ap6s 6h e 24h de incubacdo usando TFD na auséncia
de luz branca branca (72 J/cm?). DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram
expressos como a média = DP. *: diferenca estatisticamente significativa relativa ao controle
(P <0,01). a: diferenca estatisticamente significativa entre os dois periodos de incubagao (P<
0,01). Analise estatistica foi determinada por ANOVA Two multiple comparisons test.
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Figura 22 Avaliacdo da acumulacdo de Porfirinas em promastigotas de L. amazonensis
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COLOCALIZACAO

Figura 23- Localizacdo celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-PdTPyP a 150 nM
incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia. (G) e (J)
Colocalizagéo de 3-PdTPyP (azul) detectada a 415-420 nm. (H) colocalizagad 3-PdTPyP com
LysoTracker™ Green DND-26 (verde) detectado a 504/511 nM; (k) Co-localizagdo de 3-
PdTPyP (laranja) detectada a 415-420 nm com MitoTracker Orange™ CM-H,TMROS
detectado a 554/576 nM (1) e (L) 3-PdTPyP com LysoTracker Green e MitoTracker Orange
dentro dos parasitas (Merged) observa-se pelo sinal verde turquesa e rosa, respectivamente.
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Figura 24- - Localizagéo celular em Leishmania amazonensis da porfirina 3-TPyP a 150 nM
incubada por 24h e visualizada por microscopia confocal de fluorescéncia. (M) e (P)
Colocalizagéo de 3-TPyP (azul) detectada a 415-420 nm. (N) colocalizagad 3-TPyP com
LysoTracker™ Green DND-26 (verde) detectado a 504/511 nM; (Q) Co-localizacdo de 3-
TPyP (laranja) detectada a 415-420 nm com MitoTracker Orange™ CM-H,TMROS
detectado a 554/576 nM (O) e (R) 3-TPyP com LysoTracker Green e MitoTracker Orange
dentro dos parasitas (Merged) observa-se pelo sinal verde turquesa e rosa, respectivamente.
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Figura 25 - Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a) 4-TPyP
e (b) 3-TPyP associads a TFD frente a Leishmania.lmagens representativas de microscopoia
confocal de fluorescéncia de promastigotas de L.amazonensis marcadas com BE/LA ap6s 6h
e 24h de irradiacdo com a luz branca 72J/cm? previamente incubadas com 150 nM de cada
FSs.Promastigotas incubadas com (a) 4-TPyP e (b) 3-TPyP que ndo passaram pelo processo
de irradiacdo foram utilizadas como controle.Células viaveis encontram- se em verde, células
em processo de apopotose — like em amarelo e necrose em vermelho laranjado.
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(a)
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Figura 26 - Mecanismo de morte celular potencialmente induzido pela porfirina (a) 4-PtTPyP
e (b) 4-PdTPyP associadas a TFD frente a Leishmania.lmagens representativas de
microscopoia confocal de fluorescéncia de promastigotas de L.amazonensis marcadas com
BE/LA ap6s 6h e 24h de irradiagdo com a luz branca 72J/cm? previamente incubadas com
150 nM de cada FSs.Promastigotas incubadas com (a) 4- PtTPyP e (b) 4-PdTPyP que néo
passaram pelo processo de irradiacdo foram utilizadas como controle.Células viaveis
encontram- se em verde, células em processo de apopotose — like em amarelo e necrose em
vermelho laranjado.

Controle

(b)
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.! Comissdo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP

Protocolo CEUA/FCF/CArn211/2021
Interessada: Maricely Sanchez Uria

Titulo do projeto: Avaliacdo anti-leishmanial da atividade in vitro de chalconas em
Leishmania(L.) infantum e atividade fototdxica de porfirinas frente a Leishmania
amazonensisusando a terapiafotodinamica para a verificacdo da citotoxidade em

macréfagos de camundongos Swiss

Parecer n° 24/2022 — Comissdo de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, reunida em 07 de outubro
de 2022, analisou o relatorio final do protocolo para uso de animais na pesquisa: ""Avaliacdo
anti-leishmanial da atividade in vitro de chalconas em Leishmania(L.) infantum e atividade
fototoxica de porfirinas frente a Leishmania amazonensisusando a terapiafotodinamica para
a verificacdo da citotoxidade em macréfagos de camundongos Swiss”, apresentado pela
pesquisadora Maricely Sanchez Uria, e considerou o referido relatério estruturado dentro
dos principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal — CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua aprovagao.

Araraquara, 14 de outubro de 2022.

,./( Ycindhe obs U /%.edc‘.cw
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Profa. Dra. Alexandra Ivo de MedeirosCoordenadora da CEUA
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacio anti-leishmanial da atividade in vitro
de chalconas em Leishmania (L.) infantum e atividade fototdxica de porfirinas frente
a Leishmania amazonensisusando a terapia fotodinamica paraa verificacdo da
citotoxidade em macroéfagos de camundongos Swiss”, registrada com o Protocolo
CEUA/FCF/CAr: 11/2021, sob a responsabilidade da pesquisadora Maricely Sanchez
Uria, que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovada “ad
referendum” pelo Vice-coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP no dia 16
de setembro de 2022.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao Outubro de 2022
Espécie/linhagem/raca Camundongo isogénico BALB/c
N° de animais 35

Peso/ldade 219 / 5-6 semanas

Sexo Machos

Origem 1- Area de Expedicdo de Animais

CEMIB/UNICAMP. Campinas - SP
2- Biotério USP. Ribeirao Preto - SP.

Registro CIAEP 02.00082.2019

Araraquara, 16 de setembro de 2022.

(oo et

Prof. Dr. Carlos Cesar CrestaniVice-coorden
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