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RESUMO

Analise de macrofagos M1 e M2 em modelo experimental de leishmaniose cutinea
submetido a Terapia Fotodindmica associada ao acido S-aminolevulinico

Introducdo: A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa causada por parasitas do género
Leishmania. Sua forma cutanea ¢ causada pela L. major no velho mundo e pela Leishmania
braziliensis nas Américas. Devido a sua localizagdo, a Terapia Fotodindmica pode representar
uma abordagem terapéutica interessante. Os macrofagos sdo as células hospedeiras da
Leishmania no homem e podem ser classificados como macréfagos M1 ou M2 dependendo
do padrao de citocinas secretado. Neste estudo, avaliamos o perfil de macrofagos do tipol e
tipo 2, a efetividade da Terapia Fotodindmica (TFD) utilizando ao 4cido aminolevulinico
(ALA) no tratamento da leishmaniose cutdnea (LC) e os niveis de Heme oxigenase 1 (HO-1)
em modelo experimental de leishmaniose tratado com ALA-TFD.

Métodos: Camundongos BALB/c machos com quatro semanas foram infectados nas patas
com 1x10° formas amastigotas de Leishmania braziliensis, apos 4 semanas os camundongos
foram tratados com ALA, LUZ ou com ALA-TFD. Foi avaliada ex vivo a expressdo dos
marcadores mRNA interleucina (IL)-10 e Arginase-1 para identificacdo de macroéfagos M2,
TNF-a e iNOS para M1 e HO-1 no local da infecgao.

Resultados: O numero de parasitas diminuiu significativamente nos grupos com TFD quando
comparado aos demais. Os Niveis de iNOS foram maiores, ndo significativamente, no grupo
TFD. Néo houve diferenga na expressdo dos demais produtos testados.

Conclusdo: A morte do parasita ndo parece ser mediada pela modulacdo de macrofagos M1
ou M2 neste modelo experimental de leishmaniose tratado com ALA-PDT. A terapia reduz
significativamente a carga parasitaria in vivo sem a eliminacdo completa do parasita. O
aumento de iNOS sugere a sua participagdo nos mecanismo microbicidas ativados por ALA-
PDT.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, ALA-TFD, Leishmania braziliensis, acido 5-
aminolevulinico e macrofagos.



ABSTRACT

Analysis of macrophage types M1 and M2 in an experimental model of cutaneous

leishmaniasis treated with photodynamic therapy associated with 5-aminolevulinic acid

Introduction: Leishmaniasis is an infectious disease caused by parasites of the genus
Leishmania. Cutaneous leishmaniasis (CL) is caused by L. major in the old world and by L.
braziliensis in the Americas. Considering the targeted organs, photodynamic therapy (PDT)
may constitute a valuable therapeutic intervention. Macrophages are the host cells of
Leishmania in mamals and may be classified into type M1 or M2 depending on the pattern of
activation. In this study, we evaluated the profile of macrophage and the effectiveness of PDT
for the treatment of experimental CL.

Methods: BALB/c mice were infected in the foot pad with 1 x 10° amastigotes of L.
braziliensis and treated with aminolevulinic acid (ALA), visible light, or ALA-PDT. The ex
vivo mRNA expression levels of interleukin-10 and arginase-1, and TNF-a and induced nitric
oxide synthase (iNOS) was quantitated for the identification of M2 and M1 macrophages,
respectively. Results: The parasite load decreased significantly in the groups treated with PDT
compared with the other groups. The iNOS levels were higher in the group treated with PDT,
but the difference was not significant. Moreover, no significant difference was observed in the
expression of the other markers evaluated.

Conclusion: Parasite death does not appear to be mediated by the modulation of M1 or M2
macrophages in this experimental model of leishmaniasis treated with ALA-PDT. PDT
significantly decreased the parasite load in vivo but did not eliminate parasitism. The increase
in the iNOS levels suggests it might participate in the antimicrobial mechanisms triggered by
ALA-PDT.

Keywords: Photodynamic therapy, ALA-PDT, Leishmania braziliensis, 5-aminolevulinic
acid, and macrophages.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenca causada por diferentes espécies de protozoarios parasitas do
género Leishmania, que sdo transmitidos ao homem através da picada das fémeas de insetos
vetores hematofagos, flebotomineos do género Lutzomyia. (BASANO; CAMARGO, 2004;
GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). Existem hoje cerca de doze milhdes de pessoas
infectadas em 88 paises sendo o Brasil, Bangladesh, india, Etiopia, Quénia e Suddo os mais
afetados. Os dados de 2007 constaram 3505 casos (SOUZA, 2010). A transmissao da
leishmania sp ocorre através da picada da fémea do mosquito flebotomineo hematofago que
ao picar o homem transfere formas promastigotas do parasita para o tecido do hospedeiro, a
leishmania tem tropismo por células chamadas macrofagos que sdo cruciais na defesa do
organismo contra o desenvolvimento da leishmaniose, dentro destas células a leishmania
muda da forma promastigota para amastigota,e reproduz para manter seu ciclo de vida
(BRASIL, 2010; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). A Leishmaniose pode se manifestar de
quatro formas principais, como leishmaniose cutanea, cutidnea difusa, mucocutanea e visceral
(DESJEUX, 1996; KAYE; SCOTT, 2011). O curso da Leishmaniose em mamiferos ¢
altamente variavel, sendo dependente da espécie de Leishmania, das caracteristicas genéticas
eda resposta imune do hospedeiro (AWASTHI; KUMAR; SAHA, 2004). A espécie de
Leishmania escolhida para este trabalho é a Leishmania braziliensis agente causador da
leishmaniose tegumentar americana (LTA) podendo evoluir para a forma mucocutanea.
Embora ndo seja considerada a forma mais grave da doenga, trata-se de uma das formas mais
prevalentes de leishmaniose cutanea no Brasil (BRASIL, 2007). Os macrofagos sdo as células
hospedeiras da leishmania no hospedeiro vertebrado ¢ podem basicamente ser classificadas
como M1, quando secretam um padrdo de citocinas de linfocitos do tipo T auxiliares 1 (Thl)
ou M2 quando o padrdo de citocinas estimula uma resposta de linfocitos do tipo T auxiliar 2
(TH2) (VERRECK et al., 2004; BASANO; CAMARGO, 2004).

A Terapia fotodindmica ¢ uma modalidade terapéutica que associa a utilizacdo de uma luz
visivel, um agente fotossensivel e oxigénio € ou nitrogénio moleculares presentes em meios
celulares. A terapia age de forma a formar espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio que
podem por consequéncia ativar e destruir macrofagos infectados (AGOSTINIS et al., 2012).
O acido 5-aminolevulinico (ALA), ¢ uma das drogas mais utilizadas na Terapia fotodindmica
por se tratar de um precursor da protoporfirina IX, um corante natural importante para a
biossintese do grupo Heme da hemoglobina, que quando em concentragdes elevadas e em

contato com a luz ¢ toxico para as células e induz a morte celular (ISSA; MANELA-
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AZULAY, 2010; SAH et al., 2002). Atencdo tem sido dada a enzima Heme oxigenase 1
(HO-1), enzima responsavel pelo catabolismo do grupo heme por promover a persisténcia da
infeccdo por leishmania, a redugdo de TNF-a e espécies reativas de oxigénio (LUZ et al.,
2012). A proposta deste estudo foi avaliar o papel da terapia fotodindmica mediada por ALA
na modulacdo de macroéfagos M1 ou M2 em camundongos infectados com Leishmania
braziliensis, a efetividade de ALA-TFD na reducdo da carga parasitaria e se a terapia

interfere nos niveis de HO-1.

1.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose ¢ uma doenca causada por diferentes espécies de protozoarios
parasitas do género Leishmania, que sdo transmitidos ao homem através da picada das fémeas
de insetos vetores hematofagos, flebotomineos do género Lutzomyia. (BASANO;
CAMARGO, 2004; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). Existem hoje cerca de doze
milhdes de pessoas infectadas em 88 paises sendo o Brasil, Bangladesh, india, Etiopia,
Quénia e Suddo os mais afetados. Os dados de 2007 constaram 3505 casos (SOUZA et al,
2010). A transmissdo da leishmania sp ocorre através da picada da fémea do mosquito
flebotomineo hematdfago que ao picar o homem transfere formas promastigotas do parasita
para o tecido do hospedeiro, a leishmania tem tropismo por células chamadas macrofagos que
sdo cruciais na defesa do organismo contra o desenvolvimento da leishmaniose (BRASIL,
2010; GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). A Leishmaniose pode se manifestar de cinco
formas principais, como leishmaniose cutinea, cutdnea difusa, mucocutanea e visceral
(DESJEUX, 1996; KAYE; SCOTT, 2011). As leishmanioses cutanea e cutanea difusa sdo
formas clinicas da doenca que se caracterizam pela presenca do parasita no interior de
macrofagos presentes na pele e se diferenciam apenas pelo perfil de resposta imune ¢ a
evolucdo da doenca. A forma mucocutinea evolui de infec¢des cutdneas primarias
acometendo a mucosa do nariz através da disseminacdo do parasita por via linfatica e ou
hematogénica (COSTA et al., 2009). Enquanto a leishmaniose visceral apresenta-se de forma
diferenciada acometendo principalmente figado, baco, medula o6ssea e linfonodos,
provocando febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia,
hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso e caquexia (GONTIJO;
MELO, 2004). O curso da Leishmaniose em mamiferos ¢ altamente variavel, sendo
dependente da espécie de Leishmania, das caracteristicas genéticas e da resposta imune do

hospedeiro (AWASTHI; KUMAR; SAHA, 2004)
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1.1.1 Ciclo de vida da Leishmania

O género Leishmania compreende protozoarios parasitas, com um ciclo de vida
digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos
vetores, estes ultimos sendo responsaveis pela transmissdo dos parasitas de um mamifero a
outro. Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens e espécies, 0s
parasitas assumem a forma amastigota, arredondada e imodvel, que se multiplica
obrigatoriamente dentro de macréfagos. A medida que as formas amastigotas vdo se
multiplicando, os macréfagos se rompem liberando parasitas que sdo fagocitados por outros
macrofagos. Todas as espécies do género sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas
de dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo
Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos a leishmania sp vive no meio
extracelular, na luz do trato digestivo. As formas amastigotas, ingeridas durante o repasto
sangiiineo, se diferenciam em formas flageladas chamadas promastigotas metaciclicos,
morfologica e bioquimicamente distintas das amastigotas (BRASIL, 2007; GREVELINK;
LEMER, 1996; HANDMAN, 2001; WALTERS, 1993), sendo posteriormente inoculadas na

pele de mamiferos durante a picada. (Figura-1)

Figura 1 — Ciclo bioldgico do parasita do género Leishmania.

Amastigota intracelular

7
\ Proliferagio

Lise da
célula

| R
& & macrofagos

Fagocitose  Macrofago

sh
Picada 4 Vetor transmissor 1 Picada
do vetor do vetor
.

W —
e
=

Al Hospedeiro mamifero

Promastigotas

metaciclicas P
2
Citodiferenciagio P Transh .
3

Proliferagio no vetor

Handman, 2007, adaptado



13

(1) Macrofagos infectados sdo ingeridos por fémeas do vetor, durante seu repasto
sanguineo; (2) no intestino do vetor, as formas amastigotas diferenciam-se em
promastigotas prociclicas ndo infectivas e, posteriormente, (3) em formas promastigotas
metaciclicas, que migram para a por¢do anterior do intestino do vetor e (4) sdo
transmitidas apds sua picada na derme do hospedeiro; (5) ocorre, entdo, a fagocitose das
formas promastigotas metaciclicas por macréfagos do hospedeiro mamifero; (6) no
interior dessas células, as formas promastigotas diferenciam-se em amastigotas ¢ (7)
iniciam os processos de reprodugdo por divisdo binaria e desenvolvimento celular. (8) Os
macrofagos infectados sdo lisados, liberando formas amastigotas que podem infectar
novas células.

Fonte: (HANDMAN, 2001).

1.1.2 Leishmaniose cutinea

No Brasil, a LTA ou cutinea foi identificada pela primeira vez em 1895 por Moreira
como o botdo endémico dos paises quentes, chamando “Botdo da Bahia” ou “Botdo de
Biskra” (JACOBINA; GELMAN, 2008). Em 1909 foi confirmada por Lindenberg a presenca
de formas de Leishmania quando examinava ulceras cutineas e nasobucofaringeas em
individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos na construgdo de rodovias no interior
de Sdo Paulo (FURUSAWA; BORGES, 2014; MARQUES, 2007). Splendore (1911)
diagnosticou a forma mucosa da doenga ¢ Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de
Leishmania braziliensis. (BRASIL, 2007; MEIRA, 2010). No ano de 1922, Aragdo, pela
primeira vez, demonstrou o papel do flebotomineo na transmissdo da leishmaniose
tegumentar (Aragao, H. B., 1922) e Forattini (1958) encontrou roedores silvestres parasitados
em areas florestais do Estado de Sao Paulo (FORATTINI, 1958).

Até o momento, sete espécies de Leishmania (L), pertencentes aos subgéneros
Leishmania (L) ¢ Viannia (V.) foram identificadas no Brasil como causadoras da LTA
humana: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni
L. (L.) amazonensis (Gontijo, B. & Carvalho, M. L. R., 2003 e Brasil. Ministério da satde,
2010) e L. (V.) lindenberg. (BRASIL, 2010).

A Leishmania braziliensis, pertencente a familia trypanosssomatidae, do género
Leishmania, subgénero Viannia e complexo braziliensis, pode ser transmitida por mosquitos

lutzomyia de varias espécies, Lutzomyia Psychodopygus (P.) wellcomei, Lutzomyia (P.)
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complexa, Lutzomyia migonei, Lutzomyia Nyssomyia (N.) whitmani, Lutzomyia (N. )
intermedia, e Lutzomyia (N.) neivai (MARCONDES et al., 2003).

No Brasil, a LTA ¢ uma doenca em fase de expansdo geografica, registrando, na
década de 80, casos em 19 estados brasileiros e, a partir de 2003, todas as Unidades
Federadas passaram a registrar casos autoctones. No periodo de 1996 a 2007 a LTA
apresentou uma média anual de 28.233 casos novos e coeficientes de deteccao variando entre
13,5 a 22,4 casos por 100.000 habitantes. As maiores propor¢des de casos sdo das regides
Norte e Nordeste com 36,7% e 33,3%, respectivamente (BASANO; CAMARGO, 2004).

Estudos recentes relatam que a Leishmaniose provocada pelo agente etioldgico
Leishmania (V.) braziliensis esta presente em aproximadamente 55% dos casos de LTA na
regido amazonica ¢ em cerca de 95% dos casos fora da regido da Amazdnia (BRITO et al.,
2009; LIMA et al., 2009; TOJAL DA SILVA et al., 20006).

As lesdes podem ser caracterizadas como localizada ou disseminada, podendo evoluir
para a forma mucocutdnea. A forma cutanea localizada apresenta lesdo de bordo elevado,
fundo granuloso e indolor, podendo ser uma ou mais, enquanto que a forma disseminada se
manifesta com pequenas e multiplas lesdes. As formas cutaneomucosas sdo lesdes mucosas
agressivas que afetam a mucosa nasal, palato, faringe, laringe e cordas vocais podendo
ocorrer em até 5% dos pacientes infectados por L. braziliensis e resulta da extensdo direta ou
de metastase hematogénica de lesdo cutanea primaria (BERMAN, 1997; BRASIL, 2005;
MURBACK et al., 2011).

Para LTA, o periodo de incubagdo para desenvolvimento de lesdes pode variar de uma
semana a um meés apos a infeccdo e de um a dois anos para lesdes mucosas (BRASIL, 2005;
SAMPAIO, S. A. P., RIVITTI, 2008).

A Leishmaniose cutanea (LC) pode ser representada por dois modelos experimentais
comumente usados no meio cientifico. Camundongos BALB/c conhecidos como susceptiveis
por possuir um predominio de resposta imune do tipo Th2 e camundongos C57BL/6
resistentes por apresentarem predominio de resposta Thl (BIEDERMANN; ROCKEN;
CARBALLIDO, 2004; VON STEBUT et al., 2003; WORTMANN et al., 2002).

1.2 ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA IMUNE A LEISHMANIOSE CUTANEA
Apbés o vetor injetar algumas centenas de formas promastigotas metaciclicas

(geralmente de 100 a 1000 parasitas, por picada) na derme do hospedeiro vertebrado,

enquanto realizam seu repasto sanguineo (ROBERTS, 2005), diferentes células do sistema
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imune inato e adaptativo sdo ativadas. Células como macrofagos, células dendriticas e células
T teciduais sdo residentes naturais da pele e fazem o primeiro reconhecimento da Leishmania
ao entrar no organismo (ENGWERDA; ATO; KAYE, 2004; SACKS; NOBEN-TRAUTH,
2002). As primeiras células a serem recrutadas sdo os neutrofilos 24h apds a infecgdo
mostrando importante participacdo na interacdo com macrdéfagos na manutencdo e ou
resisténcia a infeccdo (KAYE, SCOTT, 2011; RITTER, U., FRISCHKNECHT, F.,
VANZANDBERGEN, 2009).

O papel dos neutréfilos na infecgdo por Leishmania é variavel, dependendo da espécie
de Leishmania e da genética do hospedeiro, apesar disto parece estar claro que os neutrofilos
promovem a manutengdo da infec¢do ao abrigar os parasitas até que cheguem as células
hospedeiras, os macrofagos. Os parasitas promastigotas de Leishmania internalizadas por
neutrofilos bloqueiam a producgdo da quimiocina CXC e proteina-10 induzivel por IFN-y, o
que diminui o recrutamento de células Natural Killers (NK) e células Thl (VAN
ZANDBERGEN et al., 2002). Ha evidencias de que neutrofilos podem colaborar com a
sobrevivéncia da Leishmania, pois ao morrerem por apoptose podem manter formas vivas do
parasita e ao serem fagocitados por macréfagos funcionam como um veiculo de infecgdo
promissor para o parasita (RIITTER, U., FRISCHKNECHT, F., VANZANDBERGEN, 2009)

Novais e colaboradores (2009) demonstraram que Camundongos BALB/c infectados
com L. braziliensis e depletados de neutréfilos no momento da infeccdo apresentaram
aumento significativo da carga parasitaria. [n vitro a carga parasitaria em macrofagos de
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis foi reduzida significativamente na
presenga de neutrofilos em associagdo com a produgdo do TNF- o e Superoxido (0;7). O
mesmo foi observado em células humanas infectadas por L. braziliensis, mostrando que a
interagdo de neutréfilos com macrofagos neste modelo experimental de leishmaniose é de
grande importancia para a eliminagdo do parasita (NOVALIS et al., 2009). Linfocitos Thl
regulam positivamente a atividade do macréfago na eliminacdo do parasito e linfocitos Th2
negativamente permitindo a sobrevivéncia da Leishmania sp dentro dos macrofagos
(CAMPOS-NETO, 2005; LAUNOIS, P., LOUIS, J. A., MILON, 1997; SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002).

A interleucina (IL)-12 uma das primeiras citocinas secretadas por macroéfagos possui
importante papel na indugcdo da producdo de IFN-y por linfocitos Thl e células NK
(TRINCHIERI; GEROSA, 1996). Camundongos geneticamente resistentes a infeccdo
depletados de IL-12 tornam se susceptiveis a Leishmania major (AWASTHI; KUMAR;
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SAHA, 2004). Enquanto camundongos BALB/c tratados com IL-12 se tornam resistentes
(HEINZEL et al., 1993).

Camundongos C57BL/6 resistentes knockout de IFN-y infectados com L. major
falham na cura da infeccdo (WANG et al., 1994). Em modelos experimentais o [FN-y tem
sido relatado atuar em sinergia com o TNF- a, na ativagdo de macrofagos e na indugdo de
oxido nitrico (ON) (BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000a; LIEW; WEI;
PROUDFOOT, 1997; LIEW et al., 1990).

Camundongos BALB/c infectados com L. major e nockouts para IL-4 ou tratados com
anticorpo anti-IL-4 apresentaram cura da doenca, mostrando a importancia da IL-4 na
manutengdo da resposta Th2 e conseqiientemente do parasita (KOPF et al., 1996).

As células T regulatérias (Tregs) exibem importante papel na resisténcia do parasita,
podem ser subdivididas em células T reguladoras naturais (nTreg) oriundas do timo e células
T reguladoras induzidas, geradas na periferia, estas ultimas podem ser FOXP3+ (iTregs) e
FOXP3- , células T regulatorias do tipo 1 (Trl) (BELKAID; PICCIRILLO; MENDEZ,
2002). Esta ultima produz IL-10 e TGF-B, porem o papel destas citocinas ¢ complexo
dependendo do tempo e contexto da doenca (PICCIRILLO, 2008; SOJKA; HUANG;
FOWELL, 2008).

A IL-10 ¢ produzida por uma variedade de células na infeccdo, tais como as células T
reguladoras, Thl, células T CDS8 +, células B, células NK, células dendriticas, macréfagos e
neutrofilos, protege o organismo durante infeccdes cronicas revertendo o processo de
inflamacdo intensa (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). Por outro lado, pode contribuir
para a persisténcia de microorganismos, agindo diretamente na supressdo de macréfagos e
células dendriticas, prejudicando suas fungdes microbicidas e de apresentagdo de antigeno e
inibindo a ativacdo de células Th1(SABAT et al., 2010).

Camundongos nockouts para IL-10 somente e para IL-4 e IL-10 apresentaram cura
estéril da infecgdo por L. major, mostrando o importante papel da IL-10 na persisténcia do
parasita (BELKAID; PICCIRILLO; MENDEZ, 2002) .Em 2014 foi demonstrado que a
principal fonte de IL-10 na LC provocada por L. braziliensis em humanos sdo as células Trl
(CD4+, CD25-, CD127-/low e FOXP3-)(COSTA et al., 2014).

O TGF-B ¢ uma citocina produzida por linfocitos, macrofagos e células dendriticas
entre outras, sua agdo seja autocrina ou paracrina serve para controlar a diferenciacdo, a
proliferacdo e o estado de ativacdo das células do sistema imune, pode modular a expressao
de moléculas de adesdo e providenciar um gradiente quimiotatico para leucocitos e outras

células que participam em uma resposta inflamatéria e inibi-los. O aumento da producao e
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ativagdo de TGF-PB tem sido associado a defeitos imunoldgicos (doengas auto-imunes), a
susceptibilidade a infecgdes oportunistas, ¢ para as complicagdes fibroticas associadas com
condig¢oes inflamatorias cronicas (LETTERIO; ROBERTS, 1998). Estudo anterior mostrou o
papel do TGF-B na infec¢do L. braziliensis, in vitro macrofagos foram infectados com o
parasita e observou-se aumento da viruléncia da cepa associada a citocina. In vivo
camundongos infectados em processo de cura foram tratados com TGF-B e os parasitas em
estado de laténcia foram reativados. A reativagdo da doenga foi acompanhada do aumento da
expressdo de IL-10 (BARRAL et al., 1993).

Em camundongos BALB/c infectados por L. major células t regulatorias apresentam
importante papel na regulagdo da resposta imune, impedindo a0 mesmo tempo o processo de
cura estéril. Camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis expressam células T
regulatorias durante todo o curso da infecgdo, inclusive apds a cura, mas estas células nao
parecem ter um papel importante ap6s a reinfeccio dos animais (C. FALCAO et al., 2012).

Os estudos de LTA em seres humanos ndo parecem estar bem definidos, havendo um
consenso de que citocinas do perfil de linfocitos Thl promovem a eliminagdo da Leishmania
e as citocinas do perfil Th2 favorecem a manutencdo da infeccdo respectivamente

(DOMINGOS et al., 2012).

1.2.1 Macrofagos M1 e M2

Os macrofagos sdo principal reservatorio para a Leishmania. No entanto quando
ativados possuem mecanismos microbicidas importantes capazes de eliminar o parasita
(HANDMAN; BULLEN, 2002). Uma vez dentro do fagossomo os macrofagos podem
contribuir com a destruicdo do parasita fagocitando antigenos soluveis de parasitas
intracelulares e apresentando-os em sua superficie (FARAH; SAMRA; NUWAYRI-SALTI,
1975).

As formas promastigotas da Leishmania podem criar um ambiente propicio para a sua
sobrevivéncia, silenciando os macréfagos por diversos mecanismos, retardando a maturacio
do fagossomo e a fusdo com o endossomo (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997). Inibindo
enzimas hidroliticas em fagolisossomos (EL-ON; BRADLEY; FREEMAN, 1980). Evitando
a formagdo de espécies reativas do oxigé€nio e nitrogénio, suprimindo a apresentacdo de
antigeno e reprimindo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (KAYE; SCOTT, 2011).
Sendo a interacdo entre o parasita e a resposta imune mediada por macrofagos fundamental

para o resultado final da infeccdo (MURRAY et al., 2005).



18

O NO e seus derivados s@o produzidos pelos macrofagos a partir de L-arginina sobre a
acdo da enzima NO sintase induzivel (iNOS) (MAUEL; RANSIJN; BUCHMULLER-
ROUILLER, 1991). A iNOS nao ¢ expressa fisiologicamente, mas apenas apos a ativagdo por
citocinas inflamatorias e lipopolissacarideos bacterianos (BEGNAMI et al., 2004). E
importante no controle da replicacdo e da destruicdo de patdégenos intracelulares (BOGDAN;
ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000b). De forma que a expressio de iNOS em
camundongos resistentes ¢ um importante mecanismo de eliminagdo da Leishmania in vivo e
a relativa falta da enzima em camundongos susceptiveis pode ser resultado da modulagdo de
macrofagos por TGF-B e reduzida capacidade de resposta ao IFN-y (STENGER et al., 1994).

Os macrofagos podem ser basicamente classificados como macrofagos M1, quando
secretam o padrio de citocinas como o IL-12 e TNF-a e estimula linfocitos Thl ou M2
quando citocinas como a IL-4 e IL-13 estimula linfocitos do tipo Th2.

Denomina-se ativagdo classica do macréfago a induzida pela exposi¢do a IFN-y,
TNF-a, ou indutores do mesmo, tais como ligantes de receptores do tipo Toll (CpG DNA,
poli (I: C), LPS, peptidoglicano e sinais endogenos HSP-60 e 70 kDa). Uma vez polarizado
como M1, este macrofago ¢ caracterizado pela alta capacidade de apresentar antigenos e de
produzir fatores que promovem a prolifetracao e ativagao das celulas T, produgao de
substancias toxicas, tais como intemediarios do oxido nitrico e especies reativas do oxigenio,
producdo e secrecdo de IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, quimiocinas CCL3, CXL9 e
CXCL10, alteracdes fagolisossomais, expressdo aumentada do complexo maior de
histocompatibilidade do tipo 2 (MHC II),CD86. Desta maneira os macrofagos M1 sdo
potentes células efetoras que combatem microrganismos e celulas tumorais, apresentando
antigenos e produzindo citocinas proinflamatorias (DUPASQUIER et al., 2006; GORDON;
MARTINEZ, 2010; GURUVAYOORAPPAN, 2008; MARTINEZ; GORDON, 2014).

Macrofagos ativados pela via alternativa ou M2 partilham propriedades funcionais
geralmente envolvidas nas respostas do tipo Th2, como imunorregulagdo e remodelacdo
tecidual e sdo classificados como M2 ou tipo II . Para se referir a cada forma particularmente
designa-se como o M2a ativacdo induzida por IL-4 e IL-13, M2b a resposta promovida pela
exposicdo a complexos imunes e agonistas de TLR e o M2C estimulado por IL-10 e
glucocorticoides (CORREA, M. A. D., LOPEZ, 2007; ZIZZO et al., 2012). Embora esta
classificacdo ndo inclua o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-f) como ativador
alternativo, outros autores consideram que esta citocina induz o fenotipo do tipo M2C

(CORREA, M. A. D., LOPEZ, 2007; LU et al., 2013).
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O NO e seus derivados s@o produzidos pelos macrofagos a partir de L-arginina sobre a
acdo da enzima NO sintase induzivel (iNOS) (MAUEL; RANSIJN; BUCHMULLER-
ROUILLER, 1991).

A familia da enzima NOS ¢ geralmente classificada como constitutiva, calcio
dependentes como NOS neuronal (NOS1), NOS endotelial (NOS2) e NOS induzivel
independentes de célcio (iNOS) . As NOS apresentam trés isoformas, que sdo agrupadas em
dois grupos: as constitutivas (cNOS) e as induzidas (iNOS). A NOS-1 (NOS neuronal) e a
NOS-3 (NOS endotelial) sdo constitutivas, enquanto que a NOS-2 (iNOS) proveniente de
macrofagos € induzida. A atividade das cNOS ¢ dependente de célcio e calmodulina. A iNOS
ndo ¢ expressa fisiologicamente, mas apenas apoOs a ativagdo por citocinas inflamatdrias e
lipopolissacarideos bacterianos (BEGNAMI et al., 2004).

A expressdao de iNOS em camundongos resistentes a leishmaniose ¢ um importante
mecanismo de ecliminacdo da Leishmania in vivo e a relativa falta da enzima em
camundongos susceptiveis pode ser resultado da modulacdo de macréfagos por TGF-p e
reduzida capacidade de resposta ao [FN-y (LIU; UZONNA, 2012; STENGER et al., 1994).

O balango das respostas Thl e Th2 regula o metabolismo de L. arginina durante a
infeccdo, direcionando este aminoacido para ser utilizado na via metabolica da arginase ou da
iNOS (GORDON; MARTINEZ, 2010; HESSE et al., 2001; MUNDER; EICHMANN;
MODOLELL, 1998; NOEL et al., 2004).

A arginase possui um importante papel na regulagdo da disponibilidade da L-arginina
para a sintese de NO, uma vez que, tanto a NOS como a arginase compartilham o mesmo
substrato(GOBERT et al., 2000; HESSE et al., 2001). Outro mecanismo importante de
interse¢do dessas duas vias ¢ o fato de a NOS produzir, durante a oxidagdo da L-arginina em
L-citrulina e NO, um intermediario capaz de inibir a arginase denominado N-hidroxi-L-
arginina (NOHA)(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A arginase foi primeiramente detectada no figado, tendo um importante papel no ciclo
da uréia. Sdo descritas duas isoformas de arginases: arginase I, citosdlica e arginase II,
mitocondrial. Ambas sdo responsaveis pela conversdo de L-arginina em L-ornitina e uréia
(CEDERBAUM et al., 2004; JENKINSON; GRODY; CEDERBAUM, 1996). ARG I ¢
expressa principalmente no figado. Em contraste, a Arg-2 ¢ expressa em niveis mais baixos
no cérebro, rim, intestino delgado, glandula mamaria e em macréfagos. No entanto a
biodisponibilidade de Arg-1 em macréfagos M2 limita a produg¢do de NO induzida por iNOS
reduzindo a inflamag¢do ¢ danos teciduais (GRODY et al., 1989; HESSE et al., 2001;
MUNDER; EICHMANN; MODOLELL, 1998).
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Green, 1990 e Mauel, 1991 obsevaram que a morte da Leishmania major e
Leishmania enriettii respectivamente em macrofagos ativados acontece por uma via
dependente de L-arginina que produz espécies reativas de oxigénio (GREEN, S. J,
MELTZER, M. S., HIBBS JR, J. B., NACY, 1990; MAUEL; RANSIJN; BUCHMULLER-
ROUILLER, 1991).

Em 2005 Kropf e colegas demonstraram em modelo experimental de leishmaniose
cutanea que o aumento da atividade da arginase é uma caracteristica da nao cura da doenga.
(Kropf P. et al., 2005).Em 2009 Modolell e colaboradores junto com Abebe e
colaboradores(2012) observaram que a arginase aumentada contribui para a persisténcia da
Leishmaniose por causar supressdo local de respostas de células T (ABEBE et al., 2012;
MODOLELL et al., 2009).

De acordo com Da Silva e colaboradores (2012) a Leishmania expressa alta absor¢ao
de arginina e sua propria arginase, o que torna complicado estabelecer o metabolismo da
arginina em um hospedeiro infectado por leishmania. Segundo pesquisas recentes a arginase
da Leishmania esta localizada nos glicossomos (CRUZ, 2011; DA SILVA et al., 2012; SHIO;
OLIVIER, 2010).

Em 2014 Martinez ¢ Gordon fizeram uma revisdo sistematica da ativacdo de

macrofagos M1 e M2 e definiram os marcadores de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 1: Selecdo de macrofagos M1 e M2

Macréfagos M1 (IFN-y, TNF-a) M2 (IL-4/IL-13/IL-10)
Marcadores
Humanos CD64, IDO, SOCS1, MRC1, TGM2, CD23,
CXCL10 CCL22
Camundongos CXCL9, CXCL10, Mrcl, tgm2, Fizz1,
CXCL11, NOS2 Ym1/2, Argl

CD64 (receptor da porcdo Fc de IgG) , IDO (idoleamina 2,3-dioxygenase), SOCS1 (sinal supressor de
citocina),CXCL10 (proteina 10 induzida por inteferon-y- ligante de quimiocina 10), MRCI1 (receptor de
manose), TGM2 (enzima transglutaminase 2), CD23 (receptor da por¢do Fc de IgE) , CCL23(ligante de
quimiocina 23 com motivo C-C), CCL22 (quimiocina 22 com motivo C-C), CXCL9 (ligante de quimiocina 9),
CXCLI11 (ligante de quimiocina 11), NOS2 (oxido nitrico sintase 2), Mrcl (receptor de manose C tipo 1),
Fizz1(gene presente em macrofagos com ativagdo mediada por Th2), Ym1/2 (gene presente em macrofagos com
ativacdo mediada por Th2), Argl( ariginasel). Fonte: adaptado de (MARTINEZ; GORDON, 2014)
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1.3 HEME OXYGENASE E O CATABOLISMO DO GRUPO HEME

A mais conhecida fun¢do do grupo heme ¢ por fazer parte da hemoglobina e promover
o transporte de oxigé€nio. Organismos unicelulares ndo transportam oxigénio através dos
tecidos, mas usam globinas e outras hemoproteinas para detectar a presenca de gases
diatdmicos e evitar processos stress oxidativos ou nitroativos (FURUYAMA; KANEKO;
VARGAS, 2007; POOLE; HUGHES, 2000).

A producdo de heme por alguns organismos permite suas sobrevivéncias, uma vez que
a resposta imune de seus hospedeiros sdo frequentemente baseada na producdo de espécies
reativas do oxigénio e nitrogénio (POOLE; HUGHES, 2000; RAFFERTY et al., 2010). A
sintese de enzimas lisossomais durante o processo de fagocitose induz efeito toxico direto e
acidificacdo do meio. A explosdo oxidativa subseqiiente ¢ provocada pela enzima NADPH
oxidase. Apds a ativagdo do macrofago citocinas como TNF-o sdo expressas aumentando
ainda mais a atividade de NADPH oxidase com produgdo a producdo de ROS, como o radical
superoxido (O,") que leva a formagdo de peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxil
(HO"), hipoclorito (OCI"), e peroxidonitrito (ONOO )(BABIOR; KIPNES; CUMVU, 1973;
BABIOR, 2000).

Muitos destes organismos sdo capazes de sintetizar o grupo heme a partir do precursor
ALA, usando os sete conservados passos da via bioquimica. Archaea e muitas bactérias
sintetizam ALA a partir de glutamato, enquanto proteobacterias sintetizam a partir da
condensagcdo de Succinil-CoA com glicina (PANEK; O’BRIAN, 2002). No entanto os
organismos da classe kinetoplastida ndo podem sintetizar o heme usando estes precursores
incluindo a Leishmania sp que codifica no minimo trés passos da sintese e as primeiras cinco
enzimas da via sdo ausentes (ALVES et al., 2011; KORENY; LUKES; OBORNIK, 2010).

O grupo heme livre na circulagdo sem estar ligado a hemoglobina ¢ téxico para as
células e acarreta uma serie de mecanismos inflamatérios, como trombose microvascular,
vaso-oclusdo e isquemia tecidual (FERREIRA et al., 2008). O organismo humano apresenta
estratégias para a eliminag@o do grupo heme o que culmina com sua catabolizagdo mediada
pela enzima HO-1 que por sua vez promove a abertura do anel de tetrapirrol da porfirina,
onde ha quebra da ponte metenil entre os pirrdis I e Il como mostra a figura 2. Nesta reacdo
ocorrem duas oxigenagdes € 0 NADPH, com seu poder redutor, libera Fe2+, mondxido de
carbono (CO) e biliverdina (STOCKER et al., 1987). Sendo o CO ¢ a biliverdina liberados

pela quebra da porfirina potentes antioxidantes.
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Ha duas isoformas de HO, o que consiste de uma forma induzivel e outra constitutiva
(HO-1 e HO-2). A expressdo HO-1 ¢ aumentada na presenca de heme e de estresse oxidativo,
enquanto pouco se sabe a respeito de HO-2 (RYTER; ALAM; CHOI, 2006; ZHANG et al.,
2006).

Trabalhos recentes mostraram que HO-1 ¢ induzida em macrofagos infectados por
Leishmania chagasi e a administragdo exdgena da enzima aumenta a carga parasitaria, reduz
a produc¢do de mediadores pro-inflamatorios e aumenta a expressdo de I1-10. Macréfagos
derivados de camundongos deficientes no gene HO-1 tem menor carga parasitaria em

comparagdo a camundongos saudaveis infectados por Leishmania chagasi (LUZ, 2011).

Figura 2- Catabolismo do grupo heme.

CH3 CH= CH
Sltlo de clivagem

‘IIIN Fe'*
: :[CH CH

Heme

0,, NADPH
& * €O, H,0, NADP"
M

1 Imﬂ”"
s w,uiﬂ

Biliverdina

-
-
s oy
I

Disponivel em: http://textos-fisiopatologia.blogspot.com.br/2013/08/sangue-xxxx.html.

Ha duas isoformas de HO, o que consiste de uma forma induzivel e outra constitutiva
(HO-1 e HO-2). A expressdao HO-1 é aumentada na presenga de heme e de estresse oxidativo,
enquanto pouco se sabe a respeito de HO-2 (RYTER; ALAM; CHOI, 2006; ZHANG et al.,
2006).

Trabalhos recentes mostraram que HO-1 ¢ induzida em macrofagos infectados por
Leishmania chagasi e a administragdo exdgena da enzima aumenta a carga parasitaria, reduz

a producdo de mediadores pro-inflamatorios e aumenta a expressdo de I1-10. Macréfagos
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derivados de camundongos deficientes no gene HO-1 tem menor carga parasitaria em
comparagdo a camundongos saudaveis infectados por Leishmania chagasi (LUZ, 2011).
Paralelamente a I1-10 suprime a expressdo de TNF-a e esta supressdo ¢ dependente da
expressdo de HO-1. Tanto O monoxido de carbono (CO) quanto a biliverdina podem também
substituir o efeito anti-inflamatério de HO-1 em macréfagos ativados. (LEE; TSAIL; CHAU,
2003; OTTERBEIN et al., 2000; PIANTADOSI et al., 2011).

Alem disso trabalhos anteriores demonstraram que o aumento ou diminui¢do dos
niveis HO-1 interfere com a eficacia da terapia fotodindmica mediada por ALA (BREUSING
et al., 2010; FRANK et al., 2007; KIM et al., 2013).

1.4 TERAPIAS CONVENCIONAIS

Os Antimoniais pentavalentes sdo indicados pela Organizacdo Mundial de Saude
como droga de primeira escolha para tratamento das leishmanioses. Nao havendo melhora
significativa as drogas de segunda escolha indicadas sdo a Anfotericina B e a Pentamidina
(BRASIL, 2007; MINODIER et al., 2010).

Estudos comparando 10 e 20 dias de tratamento com Glucantime mostram que a
medida que se estende o tratamento aumenta os danos causados pelo medicamento como o
aumento das enzimas Aspartato transaminase (AST) e Alanina transaminase (ALT), amilase,
lipase e diminuicdo dos leucocitos , plaquetas e hematocrito. De 36 pacientes tratados 1
apresentou recidiva para a infeccdo por L. braziliensis e 4 evoluiram para pancreatite e
tiveram que parar o tratamento (WORTMANN et al., 2002). Mais de 60% dos pacientes com
leishmaniose visceral tratados com Antiménio pentavalente na India ndo respondem mais ao
tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Como droga de segunda escolha, a Anfotericina B, é um antibidtico que interage com
a membrana celular, formando poros e causando morte celular. Possui uma grande
quantidade de efeitos adversos, como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada,
convulsoes, calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia, diminuicdo da fun¢do renal e
hipocalcemia. Na forma de lipossoma o medicamento passa pela membrana e entra no
macrofago podendo interagir diretamente com o parasita, o que aumenta a eficacia e
tolerabilidade (ROBERTS, 2005).

A Pentamidina ¢ uma diamidina que se une ao DNA do cinetoplasto. Sua eficacia ¢

bastante variavel e pode causar efeitos colaterais graves. E usada apenas em caso de contra
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indicacdo as drogas de primeira e segunda escolha e quando n3o houve resposta ao
tratamento (FRIES, D. S., FAIRLAMB, 2002; MONTENEGRO, 1997).

Novas terapias estdo em desenvolvimento e algumas ja se encontram em uso,
necessitando de estudos adicionais. Os esforcos tém sido na busca de medicamentos que

sejam eficazes, de baixo custo e com menos efeitos colaterais (SOTO et al., 2004).

1.5 TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD ¢ uma modalidade terapéutica que associa a utilizagdo de uma luz visivel, um
agente fotossensibilizante e oxigénio e/ou nitrogénio moleculares presentes em meios
celulares. Esta terapia age de forma a formar espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio
que podem, por consequéncia levar células a morte por diferentes mecanismos (AGOSTINIS
et al.,, 2011; KESSEL et al., 1995; O’CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009;
ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). Além de causar morte celular via espécies
reativas do oxigénio, as reacdes nos tecidos bioldgicos a TFD pode também pode modular a
resposta imune celular (CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006; HRYHORENKO et al.,
1998).

A TFD tem tido usada no tratamento de varias outras doencas, tais como o Cancer,
Degeneracdo macular da retina, Psoriase, Artrite reumatéide sistémica, Restenosis, Micoses
fungoides, Infestagdes bacterianas, parasitarias, verrugas, Arteriosclerose, AIDS, etc
(IBANEZ SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; PAULINO et al., 2005).

Ha mais de 4.000 anos atras o povo egipcio ja fazia uso da Terapia fotodinamica,
através da ingestao de plantas (contendo os psoralenos) e luz solar, para tratar doengas como
o vitiligo (IBANEZ SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Em 1900 foi descrito a acdo
de corantes acridina e luz solar sobre Paramecia, demonstrando a morte do organismo
unicelular sob essas condi¢des (DANIELL, M. D., HILL, 1991). Em 1901, Finsen observou
que a radiacdo solar poderia ser utilizada na cura de Lupus vulgaris (BONNETT, 1995). Em
1903, Trappeiner utilizou a aplicagdo topica do corante eosina e exposi¢do a luz para o
tratamento de um cancer de pele(VON TAPPEINER, H., JESIONEK, 1903). Em 1913
Meyer-Betz fez uma auto-injecdo de 200 mg do que ele pensava ser hematoporfirina pura e
ndo sentiu nenhum efeito, porém ao se expor a luz teve fotossensibilidade na pele por varios
meses. Policard, em 1925,estudou porfirinas objetivando a produgdo de efeitos fototoxicos

em tecidos, principalmente em tumores malignos (AULER, H., BANZER, 1942).
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A historia da chamada primeira geracdo de drogas para a TFD, a base de derivados
hematoporfirinicos, comega com Schwartz no inicio da década de 50. Ele mostrou que nos
experimentos de Meyer-Betz, o principio ativo ndo era a hematoporfirina, pois o composto
era facilmente eliminado do organismo, na realidade tratava-se de uma mistura de diversas
substancias oligoméricas provenientes do método original de sintese e isolamento da mesma.
Schwartz enriqueceu a mistura de oligdmeros e Lipson, sob orientacio de Schwartz na
década de 60, investigou o acumulo preferencial deles em tumores, implantados em
camundongos e ratos e observou que a incidéncia de luz proporcionava regressao da doenca
(ACKROYD et al., 2001; STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). Como resultado
desses estudos, no final da década de 60, Lipson obteve sucesso no tratamento de uma mulher
que possuia cancer de mama usando Hematoporfirina derivativa e irradia¢do seletiva do
tumor, marcando assim o inicio da TFD como terapia clinica para cancer (ACKROYD et al.,
2001; MOAN, J., PENG, 2003).

A partir da década de 70, varias preparagdes de derivados porfirinicos comegaram a
ser testadas para uso em TFD (IBANEZ SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).
Naturalmente os pesquisadores comecaram a observar a necessidade de seguir alguns
principios fisicos basicos, primeiro na escolha de um farmaco adequado e segundo de uma
luz de qualidade que correspondesse ao espectro de absorcdo de elétrons deste farmaco
(NOWIS et al., 2005).

A eficacia da TFD depende de varios fatores como o tipo do fotossensibilizador,
concentragdo da droga, localizacdo intracelular, taxa de fluéncia e disponibilidade de
oxigénio (IBANEZ SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; ISSA; MANELA-AZULAY,
2010; TOREZAN; NIWA; NETO, 2009).

O fotossensibilizador ideal deve possuir varias caracteristicas como pureza quimica,
retengdo preferencial pelo tecido de interesse (tumor, lesdo), rapido acimulo neste tecido e
rapida depuragdo, ativacdo pela luz com uma boa penetragdo tecidual, alto coeficiente de
absorcao e auséncia de toxicidade no escuro. Comprimentos de onda da luz utilizados na
TFD estdo entre a faixa do vermelho ou do infravermelho de ondas eletromagnéticas. Para
que ocorra a reagdo da Terapia fotodinamica a luz deve ser absorvida pelo
fotossensibilizador. Isso ¢ possivel quando o comprimento de onda da luz corresponde ao
espectro de absorcao de elétrons do fotossensibilizador (JORI, 1996; NOWIS et al., 2005).

Foi sintetizado em 1960 um composto chamado hematoporfirina, em 1970-80 estudos
realizaram experimento com um derivado deste composto, chamado Porfimer sédico para

tratamento de tumores. Em 1990 no Canada o Porfimer foi aprovado pela primeira vez
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(Szeimies, R. M., et al, 2005). No mesmo ano Kennedy e colegas revolucionaram a TFD com
o uso de uma substincia topica chamada acido 5- delta aminolevulinico (5-
ALA)(KENNEDY, 1990).

O ALA por si s6 ndo ¢ um fotossensibilizador, mas um produto intermedidrio
processado para protoporfirina IX (PpIX) na via de biossintese do grupo Heme. No
citoplasma da célula, duas moléculas de ALA formam o porfobilinogénio (PBG), e quatro
moléculas de PBG formam o uroporfirinogénio. Este, entdo, ¢ convertido em
coproporfirinogénio e, novamente no interior da mitocondria, em protoporfirinogénio IX. O
protoporfirinogénio IX converte-se em PpIX por a¢do da protoporfirinogénio oxidase. A
PpIX ¢ o intermedidrio porfirinico com atividade fotodindmica e emite fluorescéncia
vermelha intensa quando ativada por luz azul (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010;
KHARKWAL et al., 2012; WACHOWSKA et al., 2011) (fig.2).

Figura 3- Via de sintese da PPIX a partir do Acido aminolevulinico (ALA)
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A PpIX pode ser sintetizada localmente por todas as células nucleadas, ¢ detectada na
epiderme trés a oito horas depois da administracdo sist€émica do ALA e ¢é eliminada em 24 a
48 horas ap0s a administracdo em humanos e animais (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

O principal pico de absor¢do da Protoporfirina IX em torno de 405 nm, o que
corresponde a luz azul. Outros picos chamados bandas Q também sdo importantes e estdo

entre 510 ¢ 700 nm (grafico 1).
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Para a eficacia da TFD um parametro importante ¢ a profundidade da penetragdo da
luz através dos tecidos, que ¢ dependente das caracteristicas do tecido, bem como a sua
espessura, tecidos ricos em pigmento. A penetracdo nos tecidos também ¢ afetada pelo
comprimento de onda da luz. Comprimentos de onda longos da luz visivel penetram nos
tecidos melhor do que comprimentos de onda curta (MOORE; WEST; WHITEHURST,
1997).

Figura 4- Espectro de absor¢ao da protoporfirina IX
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Fonte: Elaborado por Torezan, L. A., 2009

A fotodestruicdo de tecidos pode ocorrer através da geracdo de radicais livres
extremamente reativos (mecanismo tipo I) ou de oxigénio singleto (mecanismo tipo II)
(FOOTE, 1968; TRIESSCHEIJN et al., 2006).

No mecanismo tipo I, o fotossensibilizador no estado excitado interage diretamente
com um substrato organico e outras moléculas vizinhas, produzindo radicais ou ions radicais
através de reacdes de transferéncia de atomos de hidrogénio ou de elétrons. No mecanismo
tipo II obtém-se oxigénio singleto, altamente reativo, através da transferéncia de energia do
fotossensibilizador no estado tripleto excitado para o estado tripleto fundamental do oxigénio
(PUSHPAN et al., 2002).

A irradiagdo do tecido tratado provoca a excitacdo do fotossensibilizador a um estado
eletronico de maior energia, o qual pode retornar ao estado fundamental via processos
radioativos (como fluorescéncia ou fosforescéncia) ou nao (como conversdo interna,

cruzamento intersistema ou relaxagdes vibracionais). Dentre estes processos de decaimento
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energético, o cruzamento intersistema ¢ fundamental para a terapia fotodinamica, onde o
fotossensibilizador no estado eletronico singleto excitado (S1) sofre uma transi¢cdo para o
estado tripleto excitado (T1). O fotossensibilizador no estado tripleto excitado apresenta um
tempo de vida maior do que no estado singleto excitado, em razdo da transi¢do T1—S, ser
proibida por spin. Dessa forma, o fotossensibilizador no estado T1 pode interagir
fotoquimicamente com moléculas de oxigénio, localizadas proximas a regido irradiada,
gerando uma mistura complexa de espécies reativas de oxigénio (ROS) (FOOTE, 1968), tais
como o peroxido de hidrogénio (H202), radical superoxido (O°) e hidroxila (OH), os quais
sdo capazes de oxidar uma variedade de biomoléculas (GORMAN et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2007, SHARMAN; ALLEN; VAN LIER JE, 1999) (Fig.3).

Figura 5- Mecanismo de acdo da Terapia Fotodindmica
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1.5.1 A terapia fotodinimica na Leishmaniose cutinea

A terapia fotodinamica tem sido apresentada como promissora para o tratamento da
leishmaniose cutdnea. Muitos estudos t€m relatado a cicatrizagdo completa de ulceras na pele
provocadas pelo parasita Leishmania sp apos algumas sessdes de TFD em humanos, outros
demonstraram que a terapia em camundongos significativamente reduz a carga parasitaria
sem, contudo promover a eliminacdo completa do parasita. Alguns destes estudos sdo

detalhados abaixo:
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Em 2003, um homem de 32 anos apresentou leishmaniose com multiplas lesdes
causadas por Leishmania Donovani. O paciente foi tratado com Pentostan e n3o houve
melhora das feridas. Ao tratar o paciente com 20 sessoes de Metil- acido aminolevulinico
(MAL) intralesional ¢ luz vermelha (75j/cm2) as lesoes foram curadas (GARDLO et al.,
2003). No mesmo ano 11 israelistas infectados por Leishmania major com lesdes
caracteristicas foram tratados com 1 ou 2 sessoes de 10% de ALA e Luz vermelha
(100j/cm?). Destes pacientes 10 obtiveram regressio das lesdes até a cura e um ndo. O
paciente que nao curou as feridas foi submetido e terceira sessdo de PDT e apds abandonou o
tratamento (ENK et al., 2003).

Em 2004 um rapaz turco de 19 anos infectado com espécie de leishmania
desconhecida recebeu 5 sessdes com intervalos de 7 dias de Metilaminolevulinato (MAL) e
luz vermelha (75 J/cm?), foi observada a cura completa da lesdo apos 3 meses (GARDLO et
al., 2004).

A ciéncia foi contemplada em 2006 com o primeiro estudo placebo controlado
randomizado no tratamento da Leishmaniose cutanea com TFD. O estudo foi composto por
20 pacientes (31 lesdes) tratados com 10% de ALA intralesional e luz vermelha (100j/cm?),
19 pacientes (34 lesdes) tratados com pomada de Paranomicina e 18 pacientes (30 lesdes)
foram tratados com pomada de parafina branca (placebo). Todos os grupos foram infectados
no Iran por Leishmania major e os tratamentos aconteceram com intervalos de 7 dias por 1
meés. Apos 3 meses 94% do grupo tratado com TFD tiveram as lesdes curadas, quando
comparado aos grupos tratados com Paranomicina (cura de 42%) e grupo placebo (13%) a
TFD apresentou melhor taxa de cura que os demais tratamentos (p< 0,001). Todos pacientes
curados com TFD apresentaram elimina¢do completa do parasita comparados com 65% do
grupo com Paranomicina e 20% do grupo placebo (p< 0,001) (ASILIAN; DAVAMI, 2006).

Em 2006, um grupo de 5 iranianos infectados com Leishmania major foram tratados
com 4 sessdes de 10% de ALA topico dentro das lesdes e luz vermelha (100j/cm?). Dos
pacientes tratados 71% apresentaram cura completa 2 semanas depois da ultima sessdo
(GHAFFARIFAR et al., 2006).

Em 2007 um homem que adquiriu a infec¢do por Leishmania tropica na Itéalia, apos
varias tentativas de tratamento o paciente foi tratado com 2 sessdes de MAL-TFD ( 100j/cm2)
com intervalos de 1 e 4 meses e as lesdes apresentaram cura (SOHL et al., 2007).

Em 2011 Song e colegas trataram 2 lesdes de um homem com LC de maneira comparativa
uma recebeu 0,5% de azul de metileno (AM) intralesional, Luz RL50 (570-750nm) e baixa
dose de antimdnio pentavalente (AP) (5mg/kg/dia) e a outra apenas AP. O grupo mostrou que



30

o tamanho da lesdo tratada com antiménio e TFD diminuiu significamente comparado a lesdo
tratada apenas com AP (. Uma semana apo6s 2 sessdes de AM-TFD a les@o havia cicatrizado
(SONG et al., 2011).

No mesmo ano as patas traseiras de Hamsters foram infectadas com Leishmania
amazonensis e apos o desenvolvimento da infeccdo os animais foram tratados 3 vezes por
semana durante trés meses com 10nM de AM e luz vermelha por 1 hora. O tratamento
mostrou ser eficaz, pois a carga de parasitas foi significativamente reduzida (P=0,0001)
comparado controle (PELOI et al., 2011).

Embora resultados significativos tenham marcado a TFD para o tratamento da
leishmaniose cutanea pouco tem sido relatado sobre os mecanismos de destruicdo do parasita.
Akilov e colegas (2007) observaram um aumento significativo de interleucina IL-6 e da
proteina quimioatraente de monocitos 1 (MCP-1), maior porcentagem de células B e
diminui¢do do niimero de parasitas em camundongos infectados por L. major e tratados com
TFD mediada por ALA (AKILOV et al., 2007).

Este trabalho se justifica por tentar compreender melhor os mecanismos imunoldgicos
envolvidos no tratamento da leishmaniose pela terapia fotodindmica e assim ampliar os
resultados existentes sobre os efeitos induzidos pela terapia fotodindmica na leishmaniose
tegumentar, especialmente na causada pela Leishmania (V.) braziliensis ainda ndo relatado
pela literatura. O uso da Terapia fotodinamica no controle da leishmaniose tegumentar

embora com resultados ainda preliminares, representa possibilidade futura promissora.
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