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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género Leishmania, com
manifestagdes clinicas variadas, onde o tratamento convencional enfrenta limita¢cdes como
elevada toxicidade, custo alto, necessidade de administragdo parenteral prolongada e baixa
continuidade por parte do paciente. Diante da necessidade de terapias mais seguras, acessiveis
e de aplicagdo simplificada, o Método de Aceleracdo Cicatricial (MAC®) surge como uma
abordagem de terapia fotodindmica ndo invasiva, que combina um agente fotossensibilizador
(FS) com irradiagdo por Luz Emitida por Diodo (LED) para promover estimulacdo tecidual. O
objetivo da presente pesquisa foi avaliar a atividade antileishmania, a citotoxicidade e
pardmetros de ativacio de macrofagos do MAC® e seus efeitos terapéuticos no tratamento da
Leishmaniose Tegumentar (LT) em camundongos BALB/c. A metodologia do presente
trabalho compreendeu abordagens in vitro e in vivo para avaliacdo da atividade bioldgica e da
seguranga do tratamento proposto. In vitro, foram realizados ensaios de atividade contra formas
promastigotas, testes de citotoxicidade em macrdéfagos peritoneais e em eritrocitos de carneiro,
bem como a avaliagdo contra amastigotas internalizadas em macrofagos. Adicionalmente,
investigou-se a ativacdo de macrofagos por meio da analise da atividade lisossomal, da
capacidade fagocitica e da producao de 6xido nitrico. Também foram conduzidos ensaios de
toxicidade aguda, pigmentacdo e dosagem de nitrito utilizando larvas de Zophobas morio. In
vivo, a metodologia incluiu a avaliagdo clinica das lesdes, a determinagdo da carga parasitaria,
a quantificagdo de nitrito e citocinas, além de andlises laboratoriais e histopatoldgicas, visando
a caracterizacdo da eficéacia terapéutica e dos possiveis efeitos sistémicos do tratamento. Os
resultados in vitro demonstraram que os tratamentos inibiram formas promastigotas do parasito
dependente da concentragio e do tempo de exposigdo a luz. O MAC® apresentou alta eficicia
contra amastigotas internalizadas em macrofagos, com uma concentrag¢do inibitdria média
(CIsp) de 10,92 segundos, além de indice de seletividade contra o parasito (>25) e capacidade
de ativar a fagocitose em macrofagos, sem toxicidade observada para eritrdcitos de carneiro.
Em relacio a seguranga, 0 MAC® reduziu a viabilidade em apenas 20% das larvas de Zophobas
morio. Nos ensaios in vivo, os camundongos BALB/c tratados com MAC® apresentaram uma
reduc¢do significativa das lesdes ulcerativas e da carga parasitaria em 83%. Ja na quantificagdo
das citocinas, observou-se elevacdo dos niveis de IL-10 nos grupos azul de metileno (AM),
LED, MAC® e MAC® + Anfotericina B (Anf B), sugerindo modulagio imunoldgica anti-
inflamatoria. Em relacdo a quantificagdo de enzimas séricas, foi observado que apenas o grupo

tratado com Anfotericina B 3%, exibiu sinais de nefrotoxicidade. Conclui-se, portanto, que o



MAC® atua nas diferentes formas evolutivas do parasito, além de ativar macréfagos,
configurando-se como uma abordagem teraputica promissora para a Leishmaniose
Tegumentar, por sua acessibilidade econdmica e praticidade de aplicagdo, quando comparado
ao tratamento medicamentoso. Sua aplicagdo ¢ restrita a profissionais habilitados sendo capaz
de acelerar a cicatrizagdo, reduzir a carga parasitiria e apresentar menor toxicidade em

comparagao ao tratamento convencional.

Palavras - Chaves: Doengas negligenciadas, terapia fotodindmica, azul de metileno,

Leishmanioses, reparo tecidual



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by protozoa of the genus Leishmania, with diverse
clinical manifestations. Conventional treatment faces limitations such as high toxicity, high
cost, the need for prolonged parenteral administration, in addition the low patient adherence.
Having regard to the need for safer, more accessible, and simpler therapies, the Scar
Acceleration Method (MAC®) emerges as a non-invasive photodynamic therapy approach that
combines a photosensitizing agent (PA) with Light Emitting Diode (LED) irradiation to
promote tissue stimulation. The objective of this research was to evaluate the antileishmanial
activity, cytotoxicity, and macrophage activation parameters of MAC® and its therapeutic
effects in the treatment of cutaneous leishmaniasis (CL) in BALB/c mice. The methodology of
this work consisted of in vitro and in vivo approaches to evaluate the biological activity and
safety of the proposed treatment. /n vitro assays were performed to assess activity against
promastigote forms, cytotoxicity tests in peritoneal macrophages and sheep erythrocytes, as
well as evaluation against amastigotes internalized in macrophages. Additionally, macrophage
activation was investigated through analysis of lysosomal activity, phagocytic capacity, and
nitric oxide production. Acute toxicity, pigmentation, and nitrite dosage assays were also
conducted using Zophobas morio larvae model. In vivo, the methodology included clinical
evaluation of lesions, determination of parasite load, quantification of nitrite and cytokines, as
well as laboratory and histopathological analyses, aiming at characterizing the therapeutic
efficacy and possible systemic effects of the treatment. The in vitro results showed that the
treatments inhibited promastigote forms of the parasite depending on the concentration and time
of exposure to lightt MAC® demonstrated high efficacy against amastigotes internalized in
macrophages, with a mean inhibitory concentration (ICsp) of 10.92 seconds, in addition to a
selectivity index against the parasite (>25) and the ability to activate phagocytosis in
macrophages, without observed toxicity to sheep erythrocytes. Regarding safety, MAC®
reduced the viability of Zophobas morio larvae by only 20%. In in vivo assays, BALB/c mice
treated with MAC® showed a significant reduction in ulcerative lesions and parasite load by
83%. In cytokine quantification, elevated IL-10 levels were observed in the methylene blue
(MB), LED, MAC®, and MAC® + Amphotericin B (Amp B) groups, suggesting anti-
inflammatory immune modulation. Regarding the quantification of serum enzymes, it was
observed that only the group treated with Amp B 3% presented signs of nephrotoxicity. It is
concluded, therefore, that MAC® acts on the different evolutionary forms of the parasite, in

addition to activating macrophages, thus configuring itself as a promising therapeutic approach



for cutaneous leishmaniasis, due to its economic accessibility and ease of application when
compared to drug treatment. Its application is restricted to qualified professionals and is able of
accelerating healing, reducing the parasitic load, and presenting lower toxicity compared to

conventional treatment.

Keywords: Neglected diseases, photodynamic therapy, methylene blue, leishmaniasis, tissue

repair.



LISTA DE FIGURAS

REFERENCIAL TEORICO

Figura 1. Mapa de Notificacdo de Leishmaniose Tegumentar no Brasil no primeiro
semestre de 2024.

Figura 2. Mapa de Notificacdo de Leishmaniose Tegumentar no Piaui no primeiro
semestre de 2024.

Figura3. Observacio microscopica das formas evolutivas da Leishmania
amazonensis.

Figura4.  Ciclo Biologico da Leishmaniose

Figura$S  Estrutura quimica dos medicamentos para Leishmanioses.

Figura 6.  Diferentes comprimentos de ondas do LED

Figura7.  Formula da estrutura do Azul de Metileno.

CAPITULO 1

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.
Figura 17.

Figura 18.

Demonstracao do equipamento de fototerapia

Forma de aplicagdo da substancia e exposi¢ao de luz no Zophobas morio
Atividade antileishmania contra formas promastigotas de L. amazonensis.
Efeitos citotoxicos dos tratamentos do AM, LED e MAC® em macrofagos
peritoneais murinos.

Representagdo grafica da atividade hemolitica dos tratamentos: AM, LED
e MAC®.

Macrofagos infectados com L. amazonensis.

A atividade do AM, LED e MAC®, sobre amastigotas internalizadas em
macrofagos.

Atividade lisossomal e capacidade fagocitica de macrofagos submetidos
aos tratamentos: AM, LED e MAC®.

Quantificacdo de 6xido nitrico de macrdéfagos peritoneais murinos

Curva de sobrevida das larvas Zophobas morio no periodo de 48 h apos
aplicagdo.

Avaliagdo da pigmentagao das larvas Zophobas morio no periodo de 48 h

apos aplicacao.

25

26

27

28

29

31

32

44
51
53
54

55

57
58

59

60
61



Figura 19. Avaliacdo do Nitrito pelo método de Griess na larva Zophobas morio.
CAPITULO 2

Figura 20. Forma de contengdo e exposi¢ao de luz no camundongo BALB/c

Figura21. Avalia¢dao do tamanho da lesdo dos camundongos BALB/c infectados por
L. amazonensis e tratados com Anf b, AM, LED, MAC® ¢ MAC® +Anf
B.

Figura22. Avalia¢do da carga parasitaria em camundongos BALB/c infectados por
L. amazonensis e tratados com Anf b, AM, LED, MAC® e MAC® +Anf
B.

Figura 23. Fotomicrografias de lesdes cutdneas de camundongos infectados com L.
amazonensis tratados por 41 pos-infecgao.

Figura 24. Fotomicrografias de lesdes cutdneas de camundongos infectados com L.
amazonensis tratados por 41 pds-infecgdo.

Figura 25. Ativacdo da sintese de 6xido nitrico pela concentragdo de nitrito, retirado
do esplendcito dos camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis
apos tratados com Anfb, AM, LED, MAC® e MAC® +Anf B.

Figura 26. Perfil imunomodulador para Anf B, AM, LED, MAC® e associagdo em

macrofagos infectados com L.amazonensis.

63

89

90

91



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Metodologia aplicada para os seguintes testes: promastigota, amastigota
internalizada, atividade lisossomal, capacidade fagocitica e producao e

0xido nitrico.

Tempo de exposicao a luz para os testes de citotoxicidade em macrofagos
peritoneais murinos e eritrocitos de carneiro. E avaliacdo de toxicidade

aguda, pigmentagdo, e producao e nitrito em larvas de Zophobas morio.

Valores da concentragdo inibitéria (CI50) para o teste de amastigotas com
L. amazonensis, citotoxicidade (CC50) para células de macréfagos de
murino e indice de seletividade (IS) para tratamento de 48 h realizados

com azul de metileno, LED e associagdo entre eles através do MAC®.

CAPITULO 2

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Representagdo esquematica dos grupos experimentais e protocolos de
tratamentos.

Achados histopatologicos observados na epiderme de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados apds 41 dias pds-infecgao.
Avaliagdo da toxicidade do tratamento dos camundongos infectados por

L. amazonensis.

46

46

59

82

88

94



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

ALT Alanina-aminotransferase

AM Azul de Metileno

Anf B Anfotericina B

ANOVA Analise de variancia

ATP Trifosfato de adenosina

BOD Demanda bioquimica de oxigénio
CCA Centro de Ciéncias Agrarias

CCso Concentragao citotoxica média
CEUA Comité de Etica no Uso de Animais
CHso Concentragao hemolitica média
Clso Concentragao inibitoria média
cm? Centimetro quadrado

CRE Creatinina

DMSO Dimetilsulfoxido

DLso Dose Letal 50

DMEM Meio Eagle Modificado por Dulbecco
DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
EROs Espécies Reativas de Oxigénio

FS Fotossensibilizador

HT Hematocrito

ICso Concentragao Inibitoria

IL-4 Interleucina - 4

IL-5 Interleucina -5

IL-6 Interleucina - 6

IL-10 Interleucina - 10

1L-12 Interleucina -12

IFN-y Interferon gama

J Joule

LED Diodo emissor de luz

LC Leishmaniose Cutanea

LM Leishmaniose Mucosa

LMC Leishmaniose Mucocutinea

LPS Lipopolissacarideo bacteriano de Escherichia coli
LT Leishmaniose Tegumentar

LV Leishmaniose Visceral

MAC® M¢étodo de Aceleracao Cicatricial
MF Miltetosina

ml Mililitro

MS. Ministério da Saude

MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium brometo
mw Miliwatt

ng Micrograma

NaCl Solugao Salina

NaNO: Nitrito de Sédio

NaOH Hidréxido de Sodio

NO Oxido Nitrico

NPPM Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais



nm
OMS

OPAS

PBS
Resazurina
SARS-CoV-2
SESAPI

SFB

SUS

TFD

TNF

\%%

ZnS0Oq4

Nanometro

Organizacdo Mundial de Saude
Pan-Americana de Saude
Salina tamponada com fosfato
Azul Alamar

Coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave
Secretaria de Saude do Piaui
Soro fetal bovino

Sistema Unico de Saude
Terapia fotodinamica

Fator de Necrose Tumoral
Watts

Sulfato de Zinco



SUMARIO

LT INTRODUGAO ...t ee e s e e e e e ese e es e s ee s sreseaoe 23
2. REVISAO DE LITERATURA ........ccoooovmiioiioeeooeeoeeeeeeeeeee e 24
2.1, LeiShmAanIose. .........o.oo.oiiiiiiiii e 25
2.1.1. EPIACMIOLOZIA ...ttt s e esenene 25
2.1.2. BHOLOZIA. ...ttt ettt et et b et b s s eae e bens 27
2.1.3. CiClo DIOIOZICO ...ttt ettt ss s s ese e eaens 27
2.1.4. Tratamento CONVENCIONAL...........oririiirieieieieieieieieieeec e 28
2.2. Diodo emissor de luz - LED 30
2.3. Azul de metileno (AM) 32
2.4. A Terapia fotodinamica (TFD) 32
2.5. MAC® (Método de Aceleracio Cicatricial) 33
3. OBJETIVOS 34
3.1. Objetivo geral 34
3.2. Objetivos especificos 34
REFERENCIAS 35

Capitulo 1: Terapia FotodinAmica com o Método de Aceleracido Cicatricial (MAC®):
Seletividade in vitro contra formas amastigotas de Leishmania amazonensis

1. INTRODUCAO 42
2. METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE ACAO 43
2.1. Local de execucio 43
2.2. Substancias utilizadas 43
2.3. Equipamento de fototerapia 444
2.4. Parasitos e células 45
2.5. Tempo de exposicio de Luz e concentracio/dose do Azul de Metileno ....................... 45
2.6. Avaliacao da atividade antileishmania contra formas promastigotas...........cccceeveueence. 47

2.7. Avaliacao de citotoxicidade sobre macrofagos peritoneais murinos e indice de

Seletividade (IS) 47

2.8. Citotoxicidade sobre eritrocitos de carneiro 47

2.9. Atividade antileishmania sobre formas amastigotas internalizadas em macrofagos.48

2.10. Avaliacio de parametros de ativacio de macrofagos 49




2.10.1. Preparo de SOIUGOES .......ceiieieiiiiieieieieieieteeeie ettt 49

2.10.2. Concentracdes e tempo de exposicao utilizados para os testes de ativagdo de

INACTOTAZOS. ...vivieiiiiieteiete ettt ettt ettt s et s e b e se e s e st ese st ese st ese s ese s ese s eseebesa s eseeseseeseneesenes 49
2.10.3. Determinacao da capacidade fagocitiCa ..........ccooveivieirieieieieieeceeeeeee s 49
2.10.4. Avaliagdo da atividade 1iSOSSOMAL ............cocovviviiiiiieiiicccieceeeeeeec e 500
2.10.5. Avaliagao da inducao da sintese de 0Xido NItrICO ........cocvevvevveieieiiieiceceeeeeeeeeeae 50
2.11. Avaliagdo da toxicidade aguda em larvas de Zophobas morio...................cccccecveveveuenn... 511
2.11.1. Avaliagdo da Pigmentacao da Zophobas morio ...............ccceeeeeeceveceeeceeiieiieeiennns 522
2.11.2. Ensaio de Nitrito por método de Griess em homogenato de Zophobas morio.............. 52
3.ANALISE ESTATISTICA 52
4.RESULTADOS 53
4.1. Ensaio de atividade antileishmania 53
4.2. Citotoxicidade sobre macréfagos peritoneais murinos 54
4.3. Citotoxicidade sobre eritrdcitos de carneiro 54

4.4. Atividade sobre amastigotas internalizadas e determinacio do Indice de Seletividade

as) 55
4.5. Ativacao de macrofagos 58
4.5.1. Atividade Lisossomal e determinacdo da Capacidade fagocitica ........coovvvvrnnnennne 59
4.5.2. Quantificacdo da produgdo de 6xido nitrico (NO) .......ooiiririeiinireeieeeeeeeeee 59
4.6. Avaliagdo da toxicidade aguda em larvas de Zophobas morio................ccceceecveevevveeenne. 60
4.6.1. Avaliacao da PIZMENTACAO........c.ccvvveririerieieiieieietetete ettt se s s s s s e s e esens 61
4.6.2. Avaliagdo do ensaio de Nitrito pelo método de Griess em larvas Zophobas morio....... 61
5. DISCUSSAO 64
6. CONCLUSAO 68
REFERENCIAS 69

Capitulo 2: A nova terapia fotodinamica contra a Leishmaniose Tegumentar em
camundongos BALB/C infectados por Leishmania amazonensis

1. INTRODUCAO 78
2. MATERIAL E METODOS 79
2.1. Local de execucio e aquisicido de substiancias 79
2.2. Equipamento de fototerapia 77
2.3. Parasito e animais utilizados 77

2.4. Infec¢ao dos camundongos por L. amazonensis 77



2.5. Tratamento

2.6. Avaliacao Clinica

78
79

2.7. Avaliagao da carga parasitaria

80

2.8. Histopatologico

80

2.9. Quantificacao de Nitrito e Citocinas.

2.10. Analises laboratoriais

84

84

3. ANALISE ESTATISTICA

85

4. RESULTADOS

85

4.1. Avaliacao clinica

85

4.2. Carga parasitaria

86

4.3. Histopatolégico

87

4.4. Quantificacido de nitrito

84

4.5. Quantificacao de citocinas

4.6 Avaliacido da toxicidade in vivo do tratamento com Anf B, AM, LED, MAC® e

892

associacio do MAC® + Anf. B em camundongos BALB/c infectados experimentalmente

92

por L. amazonensis

5. DISCUSSAO

93

99

6. CONCLUSAO

7. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Animal

99
100
104



23

1. INTRODUCAO

De acordo com Organizagdo Mundial da Saude (2023), as Leishmanioses sdo zoonoses
parasitarias consideradas entre as vinte doengas mais negligenciadas e sdo consideradas endémicas
em populagdes de paises emergentes, estando presente atualmente em cerca de 99 paises, onde as
estimativas sdo de 700.000 a 1 milhdo de novos casos anualmente, resultando em cerca de 20.000
mortes anuais. No Brasil, entre os anos de 2011 e 2020, foram confirmados 33.000 casos de
leishmanioses, com uma média de 3,3 mil casos por ano (Castro, 2023). As manifestagdes clinicas
sao: Tegumentar cutanea (LC), mucosa (LM), mucocutanea (LMC) e visceral (LV). Os principais
sinais clinicos da Leishmaniose Tegumentar (LT) estdo relacionados as alteragdes cutaneas, lesdes
inflamatorias nas mucosas do nariz e da boca, podendo causar deformidades no paciente (Salud,
2023).

Em se tratando da LT, ¢ uma doenga causada pelo protozoario do género Leishmania, e
transmitida ao homem durante o repasto sanguineo da fémea do inseto flebotomineo (Ordem Diptera;
Familia Psychodidae; Sub-Familia Phlebotominae) (Bichiou et al., 2021). O vetor Lutzomyia
longipalpis, responsavel pela transmissao da Leishmaniose Visceral, ¢ endémico no estado do Piaui,
observado pelo alto nimero de pacientes acometidos ¢ em tratamento (Alvar et al., 2012). Quanto ao
endemismo do Nyssomyia whitmani no Piaui, ndo ha evidéncias robustas sobre a presenga ampla no
estado, porém Sousa et al., (2023) demonstraram, em uma modelagem de nicho ecolédgico para o
vetor no estado, alta adequagdo ambiental para Ny. whitmani no centro-norte e extremo norte, regioes
coincidentes com areas de maior incidéncia de leishmaniose cutinea. O sudeste do estado €, em
grande parte, inadequado, sugerindo baixa ocorréncia do vetor também demonstrado pela auséncia
de notificacao da doenca na regido.

Um estudo epidemiologico realizado por dados secundarios extraidos do DATASUS mostrou
que no periodo de 2015 a 2017 foram notificados 190 casos de Leishmaniose Tegumentar no Piaui
(Lemos et al., 2018). Ja em dados mais recentes, apenas no primeiro semestre de 2024, foram
notificados com LT no Piaui 56 casos e 4979 casos no Brasil (Brasil, 2024).

Devido a falta de uma vacina eficaz ¢ medidas de controle limitadas, o tratamento
quimioterapico ainda € a principal forma de combater a LT. Atualmente, para o tratamento, ¢ utilizado
como primeira escolha o Antimonial Pentavalente, porém outras medicagdes t€ém sido utilizadas,
dentre elas as quais destacamos: Pentamidina, Anfotericina B, Miltefosina e Paromomicina. Contudo,
esses farmacos sdo limitados, apresentam muitos efeitos adversos, longo periodo de tratamento o que
pode levar a baixa adesdo e continuidade do tratamento pelos pacientes, além de serem onerosos € o

parasito pode apresentar resisténcia (Bamorovat et al., 2023; Didwania et al., 2017). Isso pode gerar
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agravamento do estado de satde destes pacientes, devido a evolugdo natural da doenca, gerando ainda
mais custos para o Sistema Unico de Satide (SUS).

A cicatrizagdo ¢ um processo fisioldgico complexo, que ocorre por etapas de forma sequencial
e interdependentes. Quando héd presenga de microrganismos, como bactérias, fungos ou outro
patogenos, esse processo tende a ser retardado devido a resposta inflamatdria prolongada e ao
comprometimento da regeneracdo tecidual. Assim, a cicatrizagdo pode ocorrer de forma ordenada,
dentro de um tempo considerado normal, ou torna-se cronica, quando ndo segue o curso fisioldgico
esperado. De modo geral, o processo da cicatrizagao ¢ dividido em trés fases bem definidas, a fase
inflamatoria, proliferativa e de remodelamento (Gao et al., 2024).Entretanto a cicatrizacao de feridas
na leishmaniose tegumentar, em particular, apresenta um processo distinto em comparagdo com a
cicatrizagdo normal, devido as alteragdes patoldgicas induzidas pelo parasito Leishmania, sendo
assim a fase inflamatoria ¢ exacerbada e prolongada (Zucolotto et al., 2023).

Portanto, existe a necessidade urgente de investigar novas alternativas terapéuticas no
tratamento da doenga apresentada, dentre elas, a terapia fotodinamica (TFD) por Luz Emitida por
Diodo (LED) (Hoon Sim et al., 2023). Sendo o LED amplamente utilizado nos processos de
cicatrizagdo, pois contribui em todas as fases de reparo tecidual. Além disso, tem potencial efeito na
inativagao de microrganismos patogénicos existentes nas feridas. Porém ndo existe uma padronizag¢ao
em relagdo a dosimetria e o tempo de tratamento ideais da terapia fotodinamica (Filho et al., 2017;
Minagawa et al., 2023). Essa terapia fotodindmica ¢ a combina¢do de um agente fotossensibilizador
e comprimento de ondas especificas do LED (Hoon Sim et al., 2023).

O MAC® (Método de Aceleracio Cicatricial), tem como o principio, a terapia fotodindmica,
porem utiliza-se a dobra do tempo em diferentes comprimentos de ondas estimulando o tecido
especifico escolhido. Além do mais, essa metodologia € baseada na proposta de identificar, observar,
avaliar e interpretar, para que seja possivel realizar a terapéutica adequada no reparo tecidual por
intermédio do LED associado a foto farmacos especificos conforme cada caso. E um método inovador
e moderno, e vem mostrando resultados positivos no tratamento da candidiase vaginal, em lesao
muscular grau 2 em atleta profissional, no processo de cicatrizacdo e imunomodulagdo durante a
infecg¢do viral por SARS-CoV-2, e na contratura capsular apds implante mamario (Moreira et al.,
2020; Pinto et al., 2021a, 2020, 2021b, 2024).

Nesse contexto, acredita-se que a metodologia MAC® possa apresentar atividade sobre o
parasito, como também capacidade de atuar em sinergismo com a resposta imune do hospedeiro. Este
estudo assume um cardter pioneiro ao configurar-se como o primeiro trabalho a empregar o MAC®
com finalidade de tratar lesdes leishmanidtica. Desta forma, o MAC® pode fornecer uma possivel

alternativa de tratamento para a LT.
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Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antileishmania, citotoxica ¢ a
capacidade de ativacdo de macrofagos utilizando-se o MAC®. Ademais, investigar seu efeito toxico
em modelo alternativo in vivo utilizando larvas de Zophobas morio bem como a eficacia desse método
no processo de cicatrizagdao da ulcera cutanea resultante da infec¢ao experimental de camundongos

BALB/c com Leishmania (Leishmania) amazonensis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmanioses

2.1.1. Epidemiologia

Atualmente, as Leishmanioses acometem mais de 12 milhdes de pessoas, sendo endémica em
cerca de 99 paises, dos quais 89 apresentam prevaléncia para LT, 80 para LV e 71 desses paises
endémicos para as duas formas: LT e LV. Dentre os 99 paises que sdo notificados, 85% dos casos de
LT estdo nas Américas: Brasil, Colombia e Peru. Estima-se que a LT, em ambas suas formas de
manifestagdo (LC e LM), apresenta anualmente cerca de 272.00 novos casos (OPAS, 2022). Ja no
Brasil, s6 no primeiro semestre de 2024 (Figura 1), foram notificados 4.979 casos de Leishmaniose

Tegumentar (Brasil, 2024).

Figura 1 — Mapa de Notificacdo de Leishmaniose Tegumentar no Brasil no primeiro semestre de
2024,
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Arquivo pessoal: Dados do Painel de Epidemiologia de Leishmaniose Tegumentar do
Ministério da Saude, 2024.1.
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No Estado do Piaui, segundo (Lemos et al., 2018) foram notificados 690 casos de LV e 190
casos de LT entre 2015 a 2017. Dados mais recentes da Secretaria de Saude do Piaui (SESAPI, 2024),
no ano de 2023 ainda foi registrado 222 casos de LV e 131 casos LT. No entanto no primeiro semestre
de 2024 (Figura 2), no portal do Ministério da Satde foram notificados com LT no Piaui 56 casos

(Brasil, 2024).

Esses indicadores levantam a hipdtese de uma subnotificagdo de casos, especialmente ao
considerar a posicao estratégica do Piaui, situado entre estados com alta endemia como Maranhao,
Ceara, Sergipe ¢ Bahia, o Piaui historicamente apresenta uma carga elevada de leishmanioses. A
reducdo abrupta nos registros parciais de 2024 pode ndo refletir uma queda real na incidéncia, mas

sim em subnotificacao.

Figura 2 — Mapa de Notificagdo de Leishmaniose Tegumentar no Piaui no primeiro semestre de
2024.
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Arquivo pessoal: Dados do Painel de Epidemiologia de Leishmaniose Tegumentar do Ministério da
Saude, primeiro semestre de 2024. Os municipios que obtiveram notificagdo foram identificadas da
seguinte forma: A: Teresina, B: Piripiri, C: Barro Duro, D: Corrente, E: Barras, F: Batalha, G: Antonio
Almeida, H: Angical do Piaui, I: Campo Largo do Piaui, J: Santa Luz, K: Urugui, L: Unido, M: Sao
Pedro do Piaui, N: Ribeiro Gongalves, O: Regeneracao, P: Pedro II, Q: Pau D'Arco do Piaui, R:
Parnaiba, S: Nazaré do Piaui, T: Marcolandia, U: Luzilandia, V: José de Freitas, W: Francisco Ayres,
X: Cocal, Y: Beneditinos.

Alguns fatores contribuem para o aumento da epidemiologia da leishmaniose, como as

condig¢des socioecondmicas, a urbanizagdao, mudangas climaticas e desmatamento, que influenciam a
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distribuicao de vetores e reservatorios do parasito (Chakravarty; Sundar, 2019; Cosma et al., 2024;

Pradhan et al., 2022).

2.1.2. Etiologia

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo protozoarios da familia Trypanosomatidae
pertencentes ao género Leishmania. As principais espécies que afetam humanos, no Brasil, incluem
Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis como agentes etiolégicos da Leishmaniose
tegumentar e Leishmania infantum da Leishmaniose visceral (Freitas-Mesquita; Meyer-Fernandes,
2021). Sao parasitos dimorficos, apresenta duas formas morfologicas principais: amastigota e
promastigotas (Figura 3). As amastigotas sdo obrigatoriamente intracelulares, pois sdo encontradas
nas células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados. Ela possui uma forma
arredondada com flagelo internalizado e medem cerca de 4 a 5 um. Enquanto que as formas
promastigotas estdo presentes no trato digestivo dos flebotomineos, apresentam se de forma
alongadas, com flagelos livres, sdo moveis ¢ medem cerca de 15 a 20 um (Dagger et al., 2018; Sunter;

Moreira-Leite; Gull, 2018).

Figura 3 — Observagado microscopica das formas evolutivas da Leishmania amazonensis.
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Fonte: A) Formas promastigotas, coradas com panético rapido®. B) Formas amastigotas internalizadas em macrofagos
murinos, ambos cultivados em meio de cultura. Aumento 1000x. Arquivo pessoal.

2.1.3. Ciclo biolégico

O ciclo inicia-se quando um flebotomineo fémea infectado, ao exercer o repasto sanguineo,
regurgita formas promastigotas infectantes na pele do hospedeiro. Estas sdo rapidamente fagocitadas
por diversas células, incluindo macrdéfagos, neutrofilos e células dendriticas. Apos a fagocitose, os
parasitos se diferenciam em amastigotas no interior do vactiolo parasitoforo, onde se replicam, até o

rompimento da célula, com liberagcdo de novas amastigotas capazes de infectar outras células (Figura
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4). O ciclo se completa quando a fémea do flebotomineo, ao realizar o repasto sanguineo em

hospedeiro infectado ingere macréfagos contendo amastigotas de Leishmania (Wei et al., 2024).

Figura 4 — Ciclo Biologico da Leishmaniose
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Fonte:1) Flebotomineos regurgitam formas promastigotas metaciclicas durante o repasto sanguineos:
2) As promastigotas ao penetrarem na pele sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células
fagociticas mononucleares. 3) Promastigotas transformam-se em amastigotas. 4) Os amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria simples e prosseguem para infectar outras células. 5) A infeccdo torna-
se sintomatica e como resultado ocorre o aparecimento de lesdes cutaneas ou forma visceral. 6) Os
flebotomineos se infectam pela ingestdo de células infectadas durante o repasto sanguineo. 7) No
inseto, as amastigotas se transformam em promastigotas, e se desenvolvem no intestino, multiplicam-
se e migram para o intestino anterior. Adaptado de Mokni, (2019).

2.1.4. Tratamento convencional

A complexidade da terapia da leishmaniose tegumentar, resulta da diversidade das espécies
de Leishmania e sua ampla gama de manifestacdes clinicas. Atualmente, os antimoniais pentavalentes
(Figura 5) permanecem como farmacos de primeira escolha, incluindo o estibogluconato de sodio
(Pentostam®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®). Em situacdo de falha terapéutica ou
intolerancia aos farmacos de primeira linha, as opc¢des de tratamento de segunda linha para a
leishmaniose, incluem a Anfotericina B, Pentamidina e Miltefosina (Uzun et al., 2018). Como ja

relatado anteriormente esses farmacos sdo limitados, apresentam muitos efeitos adversos e longo
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periodo de tratamento o que pode levar a baixa adesdo ou a descontinuidade do tratamento pelos
pacientes (Bamorovat et al., 2023), além de serem onerosos € o parasito ja apresentar resisténcia aos
medicamentos. Além disso, a administragdo desses medicamentos apresenta desafios consideraveis,
pois a maioria dos tratamentos exigem administragdo parenteral de longa duragdo além de
contraindicacdes especificas, como para pacientes gravidas, restringindo ainda mais o escopo de

aplicagdo dessas terapias (Pradhan et al., 2022).

Figura 5 — Estrutura quimica dos farmacos para Leishmanioses.
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Fonte: A. Anfotericina, B. Pentamidina, C. Estibogluconato de so6dio, D. Miltefosina
E.Paromomicina, F. Antimoniato de Meglumina. Arquivo Pessoal.
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2.2. Diodo emissor de luz - LED

Diversas tecnologias tém sido utilizadas como recursos terapéuticos para cicatrizacdo de
lesdes. A terapia de fotobiomodulagdo com LED ¢ um recurso amplamente utilizado quando
apresenta alteracdes cutaneas mostrando resultados benéficos principalmente por sua acdo anti-
inflamatdria como proliferativa (Baracho et al., 2023). Os primeiros relatos histéricos de LEDs foram
escritos por Henry Round e Oleg Losev em 1907 e 1927, respectivamente; porem s6 em 2001 ganhou
atencdo de outros autores (Heiskanen; Hamblin, 2018). O LED ¢é um diodo semicondutor,
monocromatico de baixa poténcia, ndo invasivo, indolor e livre de efeitos adversos. Sua constituicao
¢ baseada em uma estrutura emissora de luz formada por material semicondutores como por exemplo,
hélio-neon, rubi, argdnio, criptdnio, arsenieto de galio, e arsenieto de galio-aluminio e, por sua vez,
¢ rodeado por uma cavidade refletora sendo estd a responsavel pela reflexdo direcionada da Luz

(Sena; Meira, 2024).

O LED ¢ usado em diversas areas como na dermatologia, odontologia, fonoaudiologia,
fisioterapia, veterindria e outros. Clinicamente apresenta excelentes resultados em tratamentos como:
neuropatias, cardiopatias, analgesia muscular, além de reduzir a inflamagao e auxiliar na cicatrizacao
(Wang et al., 2020; Zhang et al., 2022). Inimeros estudos demonstram o uso do LED para reparacao
tecidual, isso acontece pela diversidade de comprimento de onda, assim como doses de aplicagdo e
densidade de energia variada que proporcionam uma bioestimulacdo para o tecido, realizando
neovascularizagdo, melhorando a microcirculagao, estimulando a producao de tecido de granulacao
e sintese de colageno, todavia os efeitos da fototerapia LED ainda sdo pouco compreendidos (Baracho

et al., 2023; Blascovich; Nogueira; Jesus Costa, 2022; Freitas et al., 2022).

No entanto vale ressaltar que para cada tipo de tratamento ¢ adotado um comprimento de
ondas especifico (Figura 6), dentro de um espectro eletromagnético que pode variar dentre feixe de

405 a 940 nm, sendo assim cada comprimento vai estimular uma reagdo no organismo.
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Figura 6 — Diferentes comprimentos de ondas do LED.
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Fonte: Arquivo Pessoal

Como visto na figura 6, o espectro da luz infravermelho penetra o tecido de forma mais eficaz
do que a luz no espectro visivel, isto ¢, a penetragdo no tecido diminui quanto menor for o seu
comprimento de ondas. Porém cada comprimento de onda estimula e atinge uma célula alvo (Pinto
et al., 2024). Dentre os espectros da Ledterapia, a luz a vermelha, azul e ambar sdo capazes de atingir

a derme e epiderme, o que as torna promissoras para tratamento da LT.

O LED vermelho, com comprimento de onda de 660 nm, atua na inibi¢do de mediadores da
cascata inflamatoria e na estimulagdo de fibroblastos, o que potencializa a sintese de coldgeno e
elastina. Quanto ao LED azul (400 - 460 nm), embora seus mecanismos sobre o crescimento
bacteriano ainda demandem maior esclarecimento, suas propriedades bactericidas e antimicrobianas
sdo amplamente reconhecidas na literatura. Por fim, o LED ambar (590 nm) ¢ empregado para

estimular a produ¢do de colageno e otimizar as circulagdes sanguinea e linfatica (Kim et al., 2013).
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2.3. Azul de metileno (AM)

O azul de metileno ¢ um derivado da fenotiazina, ¢ uma molécula cationica que possui
diversas aplicagdes na medicina e na biologia (Figura 7). Quimicamente, ¢ um corante conhecido por
sua coloragao azul intensa, apresenta caracteristica hidrofilica, porém quando sofre um processo de
metilagdo apresenta hidrofobicidade. Além de seu uso como corante, o azul de metileno possui
propriedades terapéuticas e ¢ utilizado em diferentes contextos, antisséptico, antimicrobiano e corante
para diagnostico. Estudos recentes t€ém investigado o potencial do azul de metileno como agente

terapéutico antileishmania, devido as suas propriedades antiparasitarias (Oliveira et al., 2019).

Pesquisas indicam que o azul de metileno pode inibir a multiplicacdo do parasito, sendo
explorado como uma alternativa ou complemento ao tratamento convencional, além de ser um
fotossensibilizador de baixo custo. No entanto, ainda sdo necessarios estudos complementares, para
entender a eficacia, a seguranc¢a e melhor forma de administracdo do azul de metileno no contexto da

leishmaniose (Cabral et al., 2023; Pereira et al., 2020)

Figura 7 — Formula da estrutura do Azul de Metileno.
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Fonte: Arquivo pessoal

2.4. A Terapia fotodinamica (TFD)

A TFD se baseia em um processo fotoquimico que combina a ativa¢do de uma substancia
fotossensibilizador (FS), por uma fonte de luz ndo ionizante (LED/Laser) e oxigénio molecular para
destruir seletivamente e localmente um tecido ou célula alvo por meio da formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que induzem morte celular. A sua aplicabilidade varia conforme a
condicdo tratada e o fotossensibilizador utilizado. O uso do FS pode ser administrado de forma

sistémica ou topica (Pinto et al., 2017).

Inumeros FS, tém sido estudado dentre eles o Azul de Metileno, para realizar a terapia

fotodinamica, por ser conhecido como corante histolégico por sua fungdo antimicrobiana, grande
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eficiéncia fotodinamica, baixo custo, facil obtencdo e preparagao (Liu et al., 2022; Ozlem-Caliskan

et al., 2022).

O principal mecanismo de agao da TFD envolve a absor¢ao da luz vermelha e infravermelha
pela Citocromo C Oxidase (CCO), uma enzima crucial das mitocondrias. Essa absor¢ao de luz faz
com que o 6xido nitrico, que normalmente inibe a CCO, se dissipe, liberando a enzima de forma mais
efetiva. Consequentemente, isso aumenta a producdo de ATP (adenosina trifosfato), a principal fonte
de energia da célula. Esse aumento de energia e a liberagdo do oxido nitrico ativam diversas vias de
sinalizacdo de células e fatores de transcri¢do, que promovem efeito benéficos e duradouros, como a

reducdo da inflamag¢do e melhora da cicatrizagdo (Hambin et al., 2024).

2.5. MAC® (Método de Aceleracio Cicatricial)

O Método de aceleragdo cicatricial (MAC®) foi desenvolvido pelo fisioterapeuta Dr. Marcus
Vinicius de Melo Pinto durante seu pos-doutorado em Nova York - EUA. Implantado no Rio de
Janeiro em 2010, o método possui patente registrada sob o INPI N° 930663055 ¢ a marca com INPI
N° 932400485, focando na sinergia entre diferentes terapias de LED/Laser bem como a utilizagdo de
fotofarmaco e fotosensibilizadores para otimizar processos de reparacao tecidual e analgesia.

O MAC®, consiste no uso de agentes biotiavos e tecnologias avancadas que atuam
sinergicamente para estimular a reparagdo tecidual. Para realizar esse método ¢ necessario o
intermédio de fototerapia (LED/Laser) associando a marcadores celulares, substancia
fotossensibilizadoras, fotofarmacos e fotobiomodulagdao, com énfase na imunofotobiomodulagao,
para processos de administragdo: Monodoses e Doses. Dessa forma, a aplicagdo deve considerar o
tipo de tecido, extensdo e profundidade do dano tecidual, bem como a presenca e o tipo de
microrganismos colonizadores. As Monodoses contém subdoses terapéuticas, nas quais o tempo de
exposicao ¢ progressivamente dobrado ao longo do tratamento, fracionando-se a aplicacdo em
diferentes comprimentos de onda (Pinto et al., 2024).

Esse ajuste temporal pode ser ampliado ou reduzido conforme a presenca de comorbidades
cronicas ou agudas, as caracteristicas da lesdo, os objetivos terapéuticos e a avaliacdo clinica. A
dosimetria, por sua vez, ¢ adaptada individualmente, sendo aumentada ou reduzida de acordo com a
necessidade clinica de cada caso (Pinto et al., 2021a).

E um método inovador ¢ moderno, e vem mostrando resultados positivos no tratamento da
candidiase vaginal, em lesdo muscular grau 2 em atleta profissional, no processo de cicatrizagao,
queimaduras e imunomodula¢do durante a infec¢@o viral por SARS-CoV-2, e na contratura capsular

apo6s implante mamario (Moreira et al., 2020b; Pinto et al., 2020, 2021a).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
e Avaliar a atividade antileishmania, a citotoxicidade e parametros de ativacao de macréfagos
do método de aceleracdo cicatricial (M.A.C®) e seu efeito terapéutico no tratamento da LT

em camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis.

3.2. Objetivos especificos
e Avaliar in vitro a atividade antileishmania do M.A.C® sobre formas promastigotas de

Leishmania amazonensis,

e Determinar in vitro a citotoxicidade do M.A.C® sobre macrofagos peritoneais murinos e

eritrocitos de carneiro e indice de seletividade (IS).

e Avaliar in vitro a atividade antileishmania do M.A.C® sobre formas amastigotas

internalizadas em macréfagos murinos e indice de sobrevivéncia;
e Investigar in vitro a capacidade do M.A.C® em ativar macrofagos;
e Determinar a toxicidade e dose letal de 50% (DLso) em larvas de Zophobas morio;

e Determinar a eficacia do método M.A.C® no tratamento da ulcera leishmaniética induzidas
por Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c e em associacdo com Anfotericina

B;
¢ Quantificar o indice de retragdo das feridas cutaneas, através de avaliacao clinica;
e Avaliar a carga parasitaria através da recuperagao de parasitos da lesdo leishmanidtica;
e Avaliar altera¢do e/ou reparo tecidual através da analise histopatologica;

e Quantificar citocinas e nitrito pela analise de esplendcitos
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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por parasitos do género Leishmania, com manifestagdes
clinicas cutineas; mucosas, mucocutaneas ¢ visceral. Os tratamentos convencionais apresentam
limitacdes, efeitos adversos e baixa continuidade por parte do paciente, o que exige novas abordagens
terapéuticas, como a terapia fotodinamica. O Método de Aceleracio Cicatricial (MAC®) é uma terapia
baseada em LED/Laser associado a um biomarcador e, quando necessario, a um fotofarmaco para
potencializar o tratamento de lesdes cutaneas. Nesse sentido, este estudo avaliou a atividade do Azul
de Metileno (AM) associado ao método MAC® sobre Leishmania amazonensis e utilizou-se de
abordagens in vitro e in vivo para avaliar a seguranca do tratamento proposto. Foram realizados
ensaios contra promastigotas e amastigotas e avaliacdo da citotoxicidade em macréfagos e em
eritrocitos. Adicionalmente, investigou-se a atividade lisossomal; capacidade fagocitica e producao
de o6xido nitrico. Também se realizou ensaios de toxicidade aguda; pigmentacao e dosagem de nitrito
em larvas de Zophobas morio. Os grupos experimentais incluiram: controle; AM; LED; MAC®;
Anfotericina B (Anf B) e MAC® + Anf B. Os resultados evidenciaram que todos os tratamentos
inibiram formas evolutivas do parasito. Os valores de concentragdo inibitéria média (Clsp) contra
amastigotas foram de 5,99 uM (AM); 110,25s (LED); 10,92s (MAC®) e 0,20 pg/mL (Anfotericina
B) e os valores de concentragdo citotoxica média (CCsg) para macréfagos foram 155,61 uM;
6.040,77s; 605s e 8,75 ug/mL, respectivamente. Nao se observou toxicidade para eritrocitos em
nenhum dos tratamentos e os indices de seletividade (IS) foram elevados (>25). Além disso,
observou-se que os tratamentos foram capazes de ativar a fagocitose. Observou-se baixa toxicidade
em larvas de Zophobas morio. Apenas o MAC® apresentou, no maior intervalo de tempo e maior
dose do AM, uma redugdo de 20% na viabilidade das larvas. Assim, conclui-se que 0 MAC®
apresentou os melhores resultados, podendo ser uma abordagem promissora para o tratamento da

Leishmaniose Tegumentar.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by parasites of the genus Leishmania, with cutaneous,
mucosa, mucocutancous and visceral clinical manifestations. Conventional treatments have
limitations, adverse effects, and low patient adherence, requiring new therapeutic approaches, such
as photodynamic therapy. The Scar Acceleration Method (MAC®), a non-invasive and easy-to-apply
method, is a photodynamic therapy based on LED/Laser associated with a biomarker and, when
necessary, a photopharmaceutical to enhance the treatment of cutaneous lesions. In light of this, was
evaluated the activity of the photopharmaceutical Methylene Blue (MB) associated with LED and the
MAC® method on L. amazonensis; this work included in vitro and in vivo approaches to evaluate the
biological activity and safety of the proposed treatment. In vitro, the activity against promastigote
forms, cytotoxicity tests in peritoneal macrophages and sheep erythrocytes was evaluated, as well as
assessment against amastigotes internalized in macrophages. Additionally, macrophage activation
was investigated through analysis of lysosomal activity, phagocytic capacity, and nitric oxide
production. Acute toxicity, pigmentation, and nitrite dosage assays were also conducted using
Zophobas morio larvae model. In both stages, the experimental groups included: control, AM, LED,
MAC®, Amphotericin B (Amp B), and MAC® + Amphotericin B. The results showed that all
treatments inhibited promastigote forms of the parasite in a dose and time-dependent manner. The
mean inhibitory concentration (ICso) values against amastigotes internalized in macrophages were
5.99 uM (AM); The mean cytotoxic concentration (CCsp) values for murine macrophages were
110.25s (LED); 10.92s (MAC®) and 0.20 pug/ml (Amp B), and the mean cytotoxic concentration
(CCsp) values for murine macrophages were 155.61 uM; 6040.77s; 605s and 8.75 pg/ml,
respectively. No toxicity to sheep erythrocytes was observed in any of the treatments used. The
selectivity indices (SI) found were high (>54). Furthermore, it was observed that the treatments used
were able to activate phagocytosis in macrophages. In the in vivo toxicity assay on Zophobas morio
larvae, only MAC®, at the longest time interval used, reduced larval viability by 20%. Thus, it can be
concluded that MAC® was able to act on the different evolutionary forms of the parasite, in addition
to activating macrophages, and may be a promising approach for the treatment of cutaneous

leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses pertencem ao grupo de doengas negligenciadas, causadas por protozoarios do
género Leishmania e sua transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas de
flebotomineos. Amplamente distribuida, a Leishmaniose esta presente em 99 paises com cerca de 12
milhdes de pessoas infectadas (OPAS, 2022). Suas manifestagdes clinicas podem ser: tegumentar,
cutdnea, mucosa, mucocutanea e visceral, sendo a forma cutdnea a que pode apresentar lesdes

ulceradas no local da infec¢do, podendo causar deformidades nos pacientes (Pereira et al., 2020).

Os tratamentos convencionais para as leishmanioses baseiam-se em quatro farmacos: os
antimoniais pentavalentes (Glucantine® e Pentostam®), a pentamidina (Pentam-300®), a anfotericina
B® e a miltefosina (Milteforan®). Além destes, outros fArmacos sio utilizados, como a Paromomicina.
Contudo, esses farmacos estdo associados a diversos efeitos adversos, além de apresentarem alto
custo, disponibilidade limitada e, em sua maioria, requererem administragao parenteral em ambiente
hospitalar, fatores que comprometem a adesdo e a continuidade do tratamento pelos pacientes
(Bamorovat et al., 2023). Diante desses desafios, torna-se evidente a necessidade de investigar e

desenvolver novas alternativas terapéuticas.

Neste contexto, a terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma alternativa promissora, visto que podem ser
utilizadas como tratamento local, ndo invasiva (ndo necessitando de ambiente hospitalar) e ainda ser
efetiva contra diferentes patégenos por ter um mecanismo de indugdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem atuar também em sinergismo com a resposta imune do hospedeiro na ativagao

celular (Vital-Fujii; Baptista, 2021).

A TFD ¢ a juncdo de trés elementos, luz (LED/Laser), fotossensibilizador (FS) e oxigénio
molecular para promover a formacio de EROs. O Método de Aceleragio Cicatricial (MAC®),
consiste em uma terapia fotodindmica avancada que envolve luzes (lasers e LEDs) com comprimento
de onda que varia de 405 nm a 960 nm, promovendo a ativacdo de substancias fotossensiveis
(fotofarmacos) e a fotobiomodulacdo do processo biologico celular. A dosimetria de emissao da luz,
neste caso, deve ser ajustada pelo tempo de exposicao e comprimento de onda desejado, sendo assim
o método pode ser aplicado de duas formas: monodoses e doses. As monodoses consistem em
subdoses terapéuticas, sendo fracionadas em diferentes comprimentos de ondas e dobras do tempo
sendo determinada em segundos. Esse tempo de duplicacdo pode ser ajustado individualmente de
acordo com a sua comorbidade, aumentando ou diminuindo o tempo de exposi¢cao do LED de acordo
com as necessidades terapéuticas. Ja na modalidade de dose, o tempo de exposi¢do e o comprimento

de onda sdo mantidos constantes durante toda a aplicagio. Dessa forma o MAC® oferece flexibilidade
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e precisao no controle dos parametros fototerapicos, potencializando os efeitos biologicos desejados
e promovendo a otimizacdo dos processos de cicatrizagdo, além de promover a eliminacdo de

microrganismos (Pinto et al., 2024).

Recentemente tem sido observada a eficacia do tratamento MAC® em diversos tipos de doencas
como: vulvovaginite por Candida albicans (Pinto et al., 2020) ; cicatriza¢ao de ulceras nos membros
inferiores (Pinheiro et al., 2024); em feridas infeccionadas (Su et al., 2020) e em po6s-operatorio de
cirurgia estética (Moreira et al., 2020). Foi relatado ainda que espécies reativas de oxigénio (EROs)
resultantes deste protocolo sdo citotdxicos para a célula alvo, levando a morte do microrganismo por
causarem desordens na parede celular (Moura; Brandao; Barcessat, 2018) e que pode aumentar a
producao de adenosina trifosfato (ATP) nas mitocondrias, sendo este fato importante para o processo

de cicatrizacdo (Pinto et al., 2024) .

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antileishmania, citotoxica e
parametros de ativagdo de macréfagos in vitro do MAC®, bem como determinar a toxicidade aguda

in vivo em larvas de Zophobas morio.

2. METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE ACAO

2.1. Local de execucao

Os experimentos in vitro e in vivo foram realizados no Laboratorio de Pesquisa Avancada em
Leishmania ¢ Modelos Alternativos — BioLeish, no Nucleo de Pesquisas de Plantas Medicinais —
NPPM do CCS/UFPI e no Laboratorio de Fisiologia do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria
do Centro de Ciéncias Agrarias (DMV/CCA/UFPI).

2.2. Substancias utilizadas

Dimetilsulféxido (DMSO: 99%), adquirido da Merck Chemical Company (Alemanha). O
meio de cultura Schneider’s, soro fetal bovino (SFB), meio RPMI, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)2,5-difeniltetrazolio Bromo, Azul Alamar (Resazurina®), azul de Trypan, o lipopolisacarideo
bacteriano (LPS) e os antibidticos Penicilina e Estreptomicina advindos da Sigma Chemical (Merck
— Rio de janeiro, Brasil). O antibidtico, Anfotericina B (Anf B 90%), panotico rapido® foram
adquiridos da Cristalia (Sao Paulo, SP). Azul de metileno (AM) foi adquirido da Valdequimica
Produtos Quimicos LTDA (Sao Paulo, SP), e foram realizadas dilui¢des seriadas obtendo trés faixas

de concentragdo: 15,00; 7,50 e 3,75 uM.
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2.3. Equipamento de fototerapia

O LED utilizado na pesquisa foi um equipamento patenteado do MAC®, fabricado pela empresa
Ecco Fibras® (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Este aparelho utiliza LEDs semicondutores sélidos,
ligados entre si e que fornecem uma luz de alta poténcia e confiabilidade, garantindo uma distribuicao

de irradiacdo uniforme e constante. A irradiancia do equipamento varia entre 150 a 400 mW/c?.

O aparelho ¢ composto por trés clusters emissores de luz, cada cluster fornecendo o dobro ou o
triplo da irradidncia mencionada. Sendo assim distribuidas da seguinte forma: Cluster Dual LED
vermelho e infravermelho (660 e 880nm), cluster azul e verde (460 e 520nm) e por ultimo o cluster
ambar e violeta (590 e 405nm) respectivos (Figura 8). Este equipamento permite tanto a configuracao
manual, onde permite personalizar pardmetros como o comprimento de onda e o tempo de exposicao
da luz, quanto a utilizagdo de protocolos pré-definidos. Esses protocolos otimizam o tratamento ao
sugerir o fotossensibilizador, comprimento de onda e tempo de exposi¢do mais adequados para cada
patologia, incorporando também quando necessario a aplicagdo de doses fracionadas com variagdes

de comprimento de onda e tempo de exposi¢ao.

O AM esta presente em diversos protocolos do MAC® por ser um fotossensibilizador de baixo

custo e possuir propriedades terapéuticas como, antisséptico e antimicrobiano.

Figura 8 — Demonstracio do equipamento de fototerapia.

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.4. Parasitos e células

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), foram obtidas no
Laboratério de Pesquisa Avangada em Leishmania e Modelos Alternativos - BioLeish, da
Universidade Federal do Piaui, cultivadas em meio Schneider’s (Sigma, EUA) e suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e (Sigma, EUA e penicilina-estreptomicina 10.000 UI/10 mg) a 26

°C em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.).

Para avaliagdo da citotoxicidade, capacidade fagocitica, atividade lisossomal e sintese de
oxido nitrico foram coletados macrofagos murinos das cavidades peritoneais de camundongos
BALB/c fémeas (4 a 5 semanas de idade), apos elicitagdo prévia (72 h) pela aplicagdo de 2 mL de
tioglicolato (Kasvi, Espanha) a 3% via intraperitoneal desses animais, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e mantidos no Biotério setorial do NPPM/UFPI.
Para avaliar a citotoxicidade sobre os eritrocitos de carneiro, foi coletado o sangue de carneiro (9
meses de idade) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPI) localizado em Teresina, PI, Brasil.

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal n°® 789/2023.

Os invertebrados (Zophobas morio) utilizados nos experimentos foram provenientes do
Laboratério de Ciéncias Fisiologicas do Departamento de Morfologia Veterinaria do Centro de
Ciéncias Agrarias/UFPI, onde foram mantidas em caixas organizadoras de plastico com dimensdes
de 60 x 40 x 80cm com alimentagdo constituida de farelo de trigo e pedagos de batata para fonte de
hidratacdo, em sala fechada com temperatura ambiente de 25° + 2°C. Para o experimento foram
selecionadas as larvas adultas pensando 450 mg, com cor clara e uniforme sem sinal de melanizagao

(Rumbos; Athanassiou,2021).
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2.5. Tempo de Exposi¢cao de Luz e concentracio/dose do Azul de Metileno
Tabela 1 — Metodologia aplicada para os seguintes testes: promastigota, amastigota internalizada,

atividade lisossomal, capacidade fagocitica e produgdo de oxido nitrico.

LED/Tempo de tratamento (segundos)

GRUPOS Y;rggl?:; (xj?:)l n) (i& l5119?)21;)

LED 1 56 26 13

LED 2 110 55 25

LED 3 220 110 55

MAC/Tempo de tratamento (segundos) AM (M)

MAC 1 14 7 4 3,75
MAC 2 28 14 8 7,5
MAC 3 56 29 15 15

*AM: grupo isolado de azul de metileno ¢ associado ao grupo MAC®.

Tabela 2 — Tempo de exposicdo a luz para os testes de citotoxicidade em macroéfago peritoneal
murino e em eritrocito de carneiro. E avaliacdo da toxicidade aguda, pigmentacao e producdo de

nitrito em larvas de Zophobas morio.

LED/Tempo de tratamento (segundos)

Grupo Vermelho Azul Ambar AM*

( 660 n) ( 460 n) (A 590 n) (uM)

LED 1/ MAC 1 225 112 56 3,75
LED 2/ MAC 2 450 225 112 7,5
LED 3/ MAC 3 900 450 225 15

*AM: grupo isolado de azul de metileno e associado ao grupo MAC®.
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2.6 Avaliacao da atividade antileishmania contra formas promastigotas

Formas promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento foram semeadas
em placas de cultivo celular de 96 pocos (1 x 10° por pogo) contendo as concentra¢des de 3,75; 7,5 e
15 uM de AM. Para o tratamento de LED e MAC®, as promastigotas foram expostas a trés
comprimentos de onda especificos: luz vermelha (660 nm), azul (460 nm) e ambar (590 nm). A
escolha desses comprimentos de onda se baseia em estudos anteriores que indicam seus potenciais
propriedades antimicrobianas e efeitos sobre a viabilidade celular (Hamblin; Hasan, 2004; Pimenta
et al., 2025).

Para os tratamentos seguiu-se o tempo de exposicao da luz e concentragao do AM, ja descrito
na tabela 1. A Anfotericina B (Anf B) foi utilizada na concentragdo de 2 pg/mL como controle
positivo. As placas foram incubadas em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D) na
temperatura de 26°C £ 1 °C por 48 horas. Apds esse periodo foram acrescentados 20 pL resazurina
(1 mM) na placa e incubada novamente por 4 h. Posteriormente, a absorbancia foi medida em um
espectrofotometro de microplacas (Biotek EIx800; Vermont, EUA) a 550 nm, para a avaliagdo da

inibi¢do do crescimento (Alves et al., 2017).

2.7Avaliacio de citotoxicidade sobre macrofagos peritoneais murinos e indice de Seletividade
(IS)

Em placa de 96 pogos foram adicionados 2 x 10° macréfagos por poco e, em seguida, foi
incubada a 37 °C e 5% de CO; por 4 horas para adesdo das células a placa. Apos esse periodo, as
placas foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril, para retirada das
células que ndo aderiram e entdo foram adicionados 100 uL de meio RPMI 1640 Sigma Chemical
(Merck — Rio de Janeiro, Brasil), (suplementado com 10% de soro fetal bovino e 10.000 UI de
penicilina e 1.000 UI de estreptomicina).

Para a condugdo dos tratamentos, as placas foram organizadas em grupos experimentais
contendo concentracdes de AM de 100, 200 e 300 uM e tempos de exposicao a luz conforme descrito
na tabela 2.

Ap0s os tratamentos as placas foram incubadas por 48 horas, ao término desse periodo, foi
adicionado 10% de MTT na concentracdo de 5 mg/mL em cada pogo e incubado novamente por 4
horas em estufa 37°C com 5% de COa. Por fim, o sobrenadante foi descartado e, entdo, foi adicionado
100 puL de dimetilsulfoxido (DMSQO) para lise total das células. As placas foram agitadas por cerca
de 30 minutos no agitador de Kline (modelo AK 0506), a temperatura ambiente para dissolugdo
completa do formazan. Por ultimo, foi realizado a leitura a 550 nm em leitora de placa (Alves et al.,

2017). O indice de seletividade de cada tratamento foi calculado dividindo a concentracao citotoxica
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média (CCso) observada para macrofagos pela concentragao inibitoria média (Clso), calculada para as

formas amastigotas do parasito.

2.8 Citotoxicidade sobre eritrdcitos de carneiro

Para a avaliacdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrécitos de carneiro, coletado com
anticoagulante (EDTA). Apos a coleta, foi realizado o hematdcrito e ajustado para 5% de hemaécias,
onde foram semeados em placas de cultivo celular de 96 pogos e os grupos foram tratados como
citado na tabela 2. Logo apo6s, foram incubados durante 1 h a 37 °C e a reacao foi interrompida pela
adicao de 200 pL de PBS. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 1500 rpm, por 10 min a
4 °C. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria a um comprimento de onda de 550 nm para
quantificar a atividade hemolitica. A auséncia (controle negativo) e 100% de hemdlise (controle
positivo) foram determinadas, substituindo a solu¢do de amostra testada com igual volume de PBS e
agua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem e em
concentragdo hemolitica média (CHso) considerando o controle positivo como 100 % de hemolise

(Saxebg et al., 2023).

2.9 Atividade antileishmania sobre formas amastigotas internalizadas em macréfagos.

Os macréfagos foram plaqueados em placas de cultura de 24 pogos numa concentracio de 2
x 10° células/pogo em 500 pL de RPMI suplementado, contendo laminulas redondas estéreis de 13
mm. As placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO; durante 4 h para a adesao dos macréfagos. Os
macréfagos aderidos foram entdo incubados com um novo meio contendo formas promastigotas na
fase estaciondria de crescimento, numa razdo de 10 promastigotas para cada macréfago e incubados
novamente a 5% de CO: e 37 °C, overnight. Passado esse periodo, o meio foi aspirado para remover
parasitos ndo internalizados e um novo meio de cultura foi acrescentado.

Seguindo a metodologia da tabela 1, as placas foram distribuidas em grupos especificos,
variando-se a concentragdo de AM e o tempo de exposicao de luz. Também foram incluidos grupos
controles, sendo um controle positivo tratado com Anf. B na concentracao de 0,2 pg/mL e controle
negativo que consistiu apenas de macrdofago infectados sem tratamento.

Finalizado os tratamentos, as placas foram levadas para estufa CO; por 48 h e apds, as
laminulas foram removidas e coradas utilizando o pandptico rapido®. Para cada tratamento,
contou-se os numeros de macrofagos infectados (% de infec¢do) e a carga parasitaria (indice de
amastigotas sobreviventes) percorrendo os campos das amostras até atingir a contagem de 100

macrofagos, utilizando microscopia Optica (Bezerra et al., 2020).
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2.10 Avaliacao de parametros de ativacao de macréfagos

2.10.1 Preparo de solugdes

A solucao estoque de corante vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foi obtida pela
solubilizacdo de 0,002 g do corante em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). A solugdo de extragdo
utilizada consiste de acido acético glacial 96% (1% v/v) e etanol PA (50% v/v) dissolvidos em agua
bidestilada. O zimosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) corado para os ensaios de capacidade fagocitica
foi obtido pela dilui¢cdo de 0,3 mL da solugdo estoque de vermelho neutro ¢ 0,02 g de zimosan em 3 mL
de PBS, j4 o fixador de Baker formol-calcio constituido por formaldeido 4% v/v, cloreto de sddio 2% p/v

e acetato de calcio 1% p/v em agua destilada (Grando et al., 2009).

2.10.2 Concentragdes e tempo de exposi¢ao utilizados para os testes de ativacdo de macrofagos.

Os tratamentos foram organizados em quatro grupos principais: AM, LED, MAC® e controle.
Para os grupos AM e MAC® os macréfagos foram submetidos a diferentes concentragdes do FS (3,75;
7,50; ¢ 15,00 uM). Para o grupo LED, as células foram expostas a luz em trés protocolos distintos:
LED 1 (95 segundos, sendo: 56 s para a luz de vermelha, 26 s para a luz azul, 13 s para a luz ambar),
LED 2 (190 segundos correspondendo a: 110 s para a luz vermelha, 55 s para a luz azul, 25 s para a
luz ambar) e LED 3 (380 segundos da seguinte forma: 220 s para a luz vermelha, 110 s para a luz
azul, 55 s para a luz &mbar). Para o grupo MAC® combinou-se diferentes concentracdes de AM e
tempos de exposicdo de luz: MAC® 1 (3,75 uM de AM com exposicdo de luz total de 25 s: 14 s para
a luz vermelha, 7 s para a luz azul, 4 s para a luz Ambar), MAC® 2 (7,5 uM de AM com exposi¢do de
luz total de 50 s, sendo: 28 s para a luz vermelha, 14 s para a luz azul, 8 s para a luz Ambar) e MAC®
3 (15 uM de AM com exposicao de luz total de 100 s, sendo: 56 s para a luz vermelha, 29 s para a

luz azul e 15 s para a luz ambar).

2.10.3 Determinacao da capacidade fagocitica

Apbs o plaqueamento e a incubacio dos macréfagos peritoneais (2x10°/pogo) a 37 °C com
5% de COz por 4 horas, os tratamentos especificos de cada grupo foram aplicados e posteriormente
incubados em estufa a 37 °C a 5% de CO», por 48 h onde foram acrescentados 10 pL de solugdo de
zimosan corado e incubado por 30 min a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 100 pL de fixador de
Baker para interromper o processo de fagocitose e, 30 min depois, as placas foram lavadas com salina
0,9% a fim de remover as particulas de zimozan nao fagocitadas pelos macrofagos. Apds a lavagem,

o sobrenadante foi removido e adicionou-se 100 pL de solugdo de extracao e, apos solubilizacdo em
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agitador de Kline, a placa foram lidas no leitor de placas (Biotek EIx800, Vermont, EUA) a 550 nm
(Nunes et al., 2021).

2.10.4 Avaliagao da atividade lisossomal

Macrofagos peritoneais foram plaqueados e incubados a 37° C e 5% de CO2 por 4 horas
conforme citado no item anterior. Apos esse tempo, o sobrenadante foi removido para retirar as
células ndo aderentes e, em seguida foram realizados os tratamentos correspondentes a cada grupo.
Apds 48 h de incubacdo em estufa a 37 °C e a 5% de CO., acrescentou-sel0 pL. de solugdo de
vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 2% de DMSO e incubou-se novamente nas
mesmas condi¢des por 30 min. Transcorrido esse tempo, o sobrenadante foi descartado, os pogos
foram lavados com salina 0,9% a 37 °C e adicionado 100 pL de solucdo de extracdo para solubilizar
o vermelho neutro presente no interior das vesiculas de secrecdo lisossomais. Apos 30 min em
agitador de Kline as placas foram avaliadas no leitor de placas (Biotek EIx800, Vermont, EUA) a 550
nm (Nunes et al., 2021).

2.10.5 Avaliacao da inducao da sintese de 6xido nitrico

Macréfagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2x10° por pogo e incubados a 37°
C e 5% de CO; por 4 horas na presenca ou na auséncia de forma promastigotas L. amazonensis na
concentragio de 1x10° por pogo. Posterior a isso, as placas foram tratadas como citadas no protocolo
2.10.2 e o LPS (lipopolisacaride de Escherichia coli) foi utilizado como controle para aumento da
indugdo de 6xido nitrico).

Transcorrido o tratamento, as placas foram incubadas novamente por 24 horas, apos esse
periodo, os sobrenadantes foram transferidos do cultivo celular para outra placa de 96 pocgos para a
dosagem de nitrito. A curva-padrio foi preparada com nitrito de sédio em 4dgua Milli-Q® a
concentracgdes variadas de 1,1; 2,3; 4,6; 9,3; 18,7; 37,5; 75; 150; 300; 600 uM diluidos em meio RPMI
1640. No momento da dosagem misturou-se partes iguais das solugdes preparadas para obtengao da
curva-padrao e das placas tratadas, com o mesmo volume do reagente de Griess (1 % Sulfanilamida
em H3PO4 10 % (v:v) em agua Milli-Q®, adicionados em partes iguais a 0,1 % naftilenodiamino em
4agua Milli-Q®) e procedeu a leitura das absorbancias na leitora de placa (Biotek E1x800, Vermont,

EUA) a 550 nm (Carvalho et al., 2023).
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2.11 Avaliacio da toxicidade aguda em larvas de Zophobas morio

Para avaliagdo da toxicidade aguda, foram aplicados 10 pL do AM nas doses de 3,70; 7,50 e
15,00 uM/Kg no terceiro esternito, logo ap6s o ultimo par de patas das larvas na por¢ao ventral com
auxilio de seringa tipo Hamilton, sendo aplicado no grupo tratado com AM de forma isolada e no
grupo tratado com MAC®. Para os tratamentos LED e MAC® ambos utilizaram o mesmo tempo de
exposi¢do de luz, sendo distribuidas da seguinte forma: no tratamento LED 1 e MAC® 1 a exposi¢do
total a luz de 393 segundos com a seguinte distribuicdo: 225 segundos para a luz vermelha, 112
segundos para a luz azul e 56 segundos para a luz 4mbar. Para o tratamento LED 2 ¢ MAC®2 com
exposicao total a luz aumentada para 787 segundos, redistribuindo-se o tempo em 450 segundos para
a luz vermelha, 225 segundos para a luz azul e 112 segundos para a luz &mbar. E por fim, o tratamento
LED 3 ¢ 0 MAC® 3 com maior tempo de exposi¢do, totalizando 1575 segundos, com a seguinte
distribui¢do: 900 segundos para a luz vermelha, 450 segundos para a luz azul e 225 segundos para a
luz ambar.

No controle negativo foram aplicados 10 pL de solugdo salina e no controle positivo 10 uL.
de DMSO (figura 9).

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada por 24 e 48 h, por meio de verificacdo visual de cada
individuo, quanto a presenga de melanizagdo e/ou resposta a estimulos fisicos apos toque suave. Apos
esse periodo, os exemplares de cada grupo foram armazenados em tubo Falcon de 50 mL e congelados

a - 40 °C para posterior analise da pigmentacao (melanizacao) e nitrito(Campelo et al., 2024).

Figura 9 — Forma de Aplicag@o da substancia e exposi¢ao de luz no Zophobas morio.

Legenda: Imagem demonstrativa de administragdo transdérmica do inoculo no primeiro esternito apds o ultimo par de

patas em larva de Zophobas morio. Método de contengdo da larva (A), local da inoculacdo (B), aplicagdo da luz (C).
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2.11.1 Avaliagdo da Pigmentacdo da Zophobas morio

Para o ensaio de quantificag¢do do teor de pigmentacao as larvas foram congeladas a -20°C por
1 h. Posteriormente, cada larva foi entdo macerada em um almofariz com 2 mL de PBS com pH 7.4.
O homogenato foi transferido para um microtubo de 2 mL e centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos
a4°C (Alves et al., 2025).

Apds, foi retirado 100 pL do sobrenadante e adicionado em duplicata em uma placa de 96
pocos. Em seguida, foi realizado a leitura em espectrofotometro (Biotek EIx800, Vermont, EUA) a

550 nm,

2.11.2 Ensaio de Nitrito por método de Griess em homogenato de Zophobas morio

A concentragdo de nitrito foi determinada pelo método de Griess como descrito por Green et
al. Utilizou-se o sobrenadante do homogenato de Z. morio que foram desproteinizadas pela adi¢ao de
solucao de sulfato de zinco de acordo com protocolo de Romitelli et al., (2007). Num microtubo
foram adicionados 180 pL de solugdo de sulfato de zinco (ZnSO4) a 0,15 M, 3 uL de solugdo de
hidroxido de s6dio (NaOH) a 10 M, e 300 puL da amostra. Incubou-se em gelo por 15 minutos e
posteriormente foi centrifugado a 14.600 rpm por 10 minutos, onde obteve o sobrenadante
desproteinizado. Em seguida, foram adicionados numa microplaca 100 pL. do sobrenadante
desproteinizado em duplicata e adicionado 100 pL. do reagente de Griess em cada pogo. Apos 10
minutos, realizou-se a leitura em espectrofotometro (Biotek EIx800, Vermont, EUA) a 550 nm. A
obtencdo dos resultados foi através da comparacdo entre a curva de calibracdo e os valores de
absorbancia obtidos para a amostra. A curva de -calibragdo foi realizada pela leitura
espectrofotométrica a 550 nm, em diluigdes seriadas (1,1; 2,3; 4,6; 9,3; 18,7; 37,5; 75; 150; 300; 600
uM) com solugdo de nitrito de s6dio (NaNOz) a 10 mM. Utilizou-se para o branco 100 pL. de dgua
destilada e 100 pL de reagente de Griess (Vargas-Maya et al., 2021).

3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicata, a concentragdo inibitoria médias
(Clso), concentragdo citotoxica média (CCso) com limite de confianca de 95%, foram calculadas
utilizando regressao de probitos. O indice de seletividade foi calculado dividindo a CCsp pela Clso. Ja
nos testes in vivo as analises de sobrevivéncia foram determinadas por meio de teste de Log-rank e
as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meir. Por fim, foram realizadas anélises de variancia ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia

estatistica.



53

4 RESULTADOS

4.1. Ensaio de atividade antileishmania

Todos os tratamentos AM, LED e MAC® promoveram inibi¢do do crescimento das formas
promastigotas de L. amazonensis, dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢do. Observou-
se 100% de inibicao do crescimento dos parasitos, na concentracao de 15 uM para o AM, assim como

para 0 MAC® 3 sendo este 0 maior tempo de exposicio de luz e concentragio do AM (Figura 10).

Os valores de Clso do AM, LED, MAC® e da Anf B foram de 5,99 uM, 260,81s, 33,77s ¢ 0,20
ug/mL respectivamente. Os resultados demonstraram que 0 MAC® é 7 vezes mais eficaz contra
formas promastigotas de L. amazonensis, do que a terapia fotodinamica convencional utilizando

apenas o LED.

Figura 10 — Atividade antileishmania contra formas promastigotas de L. amazonensis.
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Legenda: Os parasitos foram expostos a diferentes concentracdes de AM e tempos de exposi¢ao de luz (LED 1: 56 s de
vermelho; 26 s de azul; 13 s de &mbar, LED 2: 100 s de vermelho; 55 s de azul; 25 s de ambar, LED 3: 220 s de vermelho;
110 s de azul; 55 s de Ambar), e 0 MAC® (MAC® 1: AM 3,75 uM + 14 s de vermelho; 7 s de azul, e 4 s de &mbar, MAC®
2: AM 7,5 uM ;28 s de vermelho; 14 s de azul, € 8 s de 4ambar, MAC® 3: AM 15 uM .56 s de vermelho; 29 s de azul,
e 15 s de ambar) e Anf B (2 ug/ mL) por 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método da resazurina®. Os dados
estdo representados com valores médios de ensaios realizados em triplicata. * representa diferencga 51gmﬁcatlvas entre 0s
grupos tratados e o controle, * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.



54

4.2. Citotoxicidade sobre macrofagos peritoneais murinos

Na avaliagdo da citotoxicidade sobre os macrofagos, foi possivel observar que o tratamento
LED reduziu a viabilidade celular no maior tempo de exposicao (LED 3) (Figura 11), apresentando
o valor de CCso de 6.040,77, enquanto 0o MAC® (CCso 605,23s) reduziu a viabilidade dessas células
de forma significativa demonstrando que a associacdo luz e fotossensibilizador apresenta

citotoxicidade dependente da concentragdo do AM (CCso 155,61uM) e tempo de exposicao do LED.

Figura 11 — Efeitos citotoxicos dos tratamentos do AM, LED e MAC® em macrofagos peritoneais

murinos.
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Legenda: Macrofagos foram incubados por 48 h na presenga de diferentes concentragdes AM (100, 200 e 300 uM) e
tempos de exposi¢do do LED e MAC® (LED 1/ MAC® 1: 225 s de vermelho, 112 s do azul € 56 s do &mbar; LED 2 /
MAC®2: 450 s vermelho, 225 s do azul e 112 s do ambar e LED 3 / MAC® 3: 900 s do vermelho, 450 s do azul e 225 s
do ambar). No grupo tratado com MAC® foram adicionadas as concentragdes do AM de forma respectivas 100, 200 e
300uM. A viabilidade dos macrofagos foi mensurada pelo sal tetrasélico (MTT). Os dados s@o representados como
valores médios realizados em triplicata. * denota diferenga significativas entre os grupos tratados e o controle. * p <0,05;
**p <0,01; *** p<0,001; **** p <0,0001.

4.3. Citotoxicidade sobre eritrocitos de carneiro

Nao houve reducao da viabilidade de forma significativa nos eritrocitos tratados com AM e
MAC?®. No entanto, as células eritrocitarias tratadas com LED, apresentaram baixa toxicidade (figura
12) ndo sendo possivel determinar os valores de concentracao hemolitica 50 (CHso) nas concentragdes

de AM e tempos de exposi¢io ao LED e MAC® testadas.
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Figura 12 — Representagio grafica da atividade hemolitica dos tratamentos: AM, LED e MAC®.
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Legenda: A atividade foi avaliada através da incubagdo de eritrocitos de carneiro a 5%, coletado com anticoagulante
(EDTA) e diferentes concentragdes do AM além de diferentes tempos de exposi¢do ao LED e MAC ® (LED 1/ MAC® I:
225 s de vermelho, 112 s do azul e 56 s do ambar; LED 2 / MAC®2: 450 s do vermelho, 225 s do azul e 112 s do &mbar
e LED 3/ MAC®3: 900 s do vermelho, 450 s do azul e 225 s do ambar). No grupo tratado com MAC® foram adicionadas
as concentragcdes do AM (100, 200 e 300 uM) de forma respectivas. Posterior, foram incubados a 37° C por 1 hora. A
absorbancia foi medida utilizando espectrofotdmetro a 550 nm. Os dados sdo representados como valores médios
realizados em triplicata. * denota diferenca significativas entre os grupos tratados e o controle, * p < 0,05; ** p < 0,01;
**% p <0,001; *¥*** p <0,0001.

4.4. Atividade sobre amastigotas internalizadas e determinacio do Indice de Seletividade (IS)

Para esse ensaio foi realizado infec¢do de macrofagos in vitro por L. amazonensis (figura 13)
com a finalidade de se investigar o indice de sobrevivéncia; a concentracdo inibitoria média (Clso);
concentracao citotoxica média (CCso); além de se determinar o indice de seletividade (IS). Os
resultados mostraram que o grupo controle negativo apresentou 100% de macrofagos infectados. Por
outro lado, o tratamento com Anfotericina B, na concentracdo de 0,2 pg/mL, reduziu a taxa de

infec¢do em aproximadamente 28% (figura 14 A).

O AM, isoladamente, reduziu a infeccdo em 35% e 59% nas concentracdes de 7,50 uM e
15,00 uM, respectivamente. A exposi¢ao a luz no tratamento LED 3 (220 s vermelho; 110 s azul e 55
s ambar), promoveu uma reducdo de 22%. Para o tratamento MAC® 2 (7,50 pM de AM e 28 s luz
vermelha; 14 s azul e 8 s &mbar) e MAC® 3 (15,00 pM de AM associado a 56 s vermelho; 29 s azul
e 15 s ambar), observou-se uma reducio de 58% e 80%, respectivamente. Tendo o tratamento MAC®

3 apresentado desempenho superior ao dos componentes isolados e a Anfotericina.



Figura 13 — Macro6fagos infectados com L. amazonensis.
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Legenda: A Anf B foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 2 ug/mL, o AM de 3,75; 7,50 ¢ 15,00 uM
(concentragdes correspondentes a %2 x Clso; 1 x Clso e 2 x Clsp). (LED 1: 56 s de vermelho; 26 s de azul; 13 s de ambar,
LED 2: 100 s de vermelho; 55 s de azul; 25 s de ambar, LED 3: 220 s de vermelho; 110 s de azul; 55 s de ambar), ¢ o
MAC® (MAC®1: AM 3,75 uM - 14 s de vermelho; 7 s de azul, e 4 s de ambar, MAC® 2: AM 7,5 uM 428 s de vermelho;
14 s de azul, e 8 s de ambar, MAC® 3: AM 15 uM 56 s de vermelho; 29 s de azul, e 15 s de Ambar). As setas indicam

as formas amastigotas internalizadas. Coloragdo por Pandptico Réapido®. Aumento 1000x.
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Paralelamente, foi avaliado o indice de sobrevivéncia das amastigotas internalizadas nos
macrofagos (Figura 14B). O grupo controle apresentou uma média de 19 amastigotas por macrofago
infectado, enquanto o tratamento com Anf. B resultou em média de 6 amastigotas por células. Nos
grupos tratados com LED e MAC® esse niimero foi reduzido para 6 e 1 amastigota por macrofago,
respectivamente. As Clso obtidas para amastigotas internalizadas foram de 2,76 uM para AM; 110,25
s para o LED; 10,92 s para o MAC®e 0,20 pg/mL para Anf. B.

Com base nesses valores, os indices de seletividades observados para AM, LED, MAC® e

Anf. B foi de 56,29; 54,79, 55,41 e 43,75 respectivamente (tabela 3).

Figura 14 — A atividade do AM, LED e MAC®, sobre amastigotas internalizadas em macréfagos.
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Legenda: Os resultados foram determinados pela contagem de 100 células por laminulas e expressos como porcentagem

de macrofagos infectados e o nimero médio de amastigotas por macrofagos. A Anf B foi utilizada como controle positivo
na concentragdo de 2 pg/MI, diferentes concentragdes de AM e tempos de exposi¢do de luz foram utilizadas, (LED 1: 56
s de vermelho; 26 s de azul; 13 s de ambar, LED 2: 100 s de vermelho; 55 s de azul; 25 s de ambar, LED 3: 220 s de
vermelho; 110 s de azul; 55 s de Ambar), e 0 MAC® (MAC® 1: AM 3,75 uM ; 14 s de vermelho; 7 s de azul, ¢ 4 s de
ambar, MAC® 2: AM 7,5 uM . 28 s de vermelho; 14 s de azul, € 8 s de Ambar, MAC® 3: AM 15 uM 56 s de vermelho;
29 sde azul, ¢ 15 s de ambar). Os dados sdo apresentados como valores médios = SEM. Em (A) macréfago infectados
e (B) indice de sobrevivéncia. * denota diferenga significativas entre os grupos tratados e o controle. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. e *demonstra diferenca estatistica entre os grupos tratados e Anf. B #p < 0,05; #
p <0,01; " p <0,001; " p<0,0001.
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Tabela 3 — Valores da concentragdo inibitoria (Clsp) para o teste de amastigotas com L.
amazonensis, citotoxicidade (CCso) para células de macrofagos de murino e indice de seletividade
(IS) para tratamento de 48 h realizados com azul de metileno, LED e associacdo entre eles através do

MAC®.

Tratamento Clso CCsp IS

AM 5,99 + 0,427 (uM) 155,61 £ 0,065 (uM) 25,97
LED 110,256 £ 0,127 (s) 6040,77 £ 0,053 (s) 54,79
MAC 10,922 £ 0,137 (s) 605,23 £ 0,325 (s) 55,41
AnfB 0,20 £ 0,17 pg/ml 8,75+ 0,25 pg/ml 43,75

Legenda: Clso: concentragdo do tratamento que inibe 50% da mortalidade das amastigotas internalizadas, CCso.
concentragdo citotoxica média sobre macrofagos, IS: indice de seletividade calculado por CCso/ Clso, AM: azul de
metileno, LED: Diodo De Emissor De Luz, MAC®: método de aceleragdo cicatricial, Anf B: Anfotericina B, uM:
micromolar, s: segundos, pg/ml micrograma por mililitro.
4.5. Ativaciao de macrofagos
4.5.1. Atividade Lisossomal e determinagdo da Capacidade fagocitica

O tratamento LED 2, assim como o tratamento MAC® 2 foram capazes de aumentar a
atividade lisossomal dos macrofagos (Figura 15A). J4 na avaliagdo da capacidade fagocitica

observamos uma indu¢do significativa na menor concentracdo do AM (3,75uM), assim como

para o tratamento MAC® 3 (Figura 15B).

Figura 15 — Atividade lisossomal e capacidade fagocitica de macrdéfagos submetidos aos

tratamentos: AM, LED e MAC®.
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Legenda: Os dados sdo representados como valores médios realizados em triplicata. foram realizadas diferentes
concentragdes de AM e tempos de exposi¢ao de luz (LED 1: 56 s de vermelho; 26 s de azul; 13 s de ambar, LED 2: 100
s de vermelho; 55 s de azul; 25 s de Ambar, LED 3: 220 s de vermelho; 110 s de azul; 55 s de Ambar), e 0 MAC® (MAC®
1: AM 3,75 uM + 14 s de vermelho; 7 s de azul, ¢ 4 s de ambar, MAC® 2: AM 7,5 uM - 28 s de vermelho; 14 s de azul,
e 8 s de Ambar, MAC® 3: AM 15 uM .56 s de vermelho; 29 s de azul, e 15 s de 4mbar) * denota diferenga significativas
entre os grupos tratados e o controle* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001.
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4.5.2. Quantificagdo da produgao de 6xido nitrico (NO)

Nao houve aumento significativo da sintese de 6xido nitrico em macrofagos tratados com AM
e expostos a0 LED e ao MAC® (Figura 16A). O lipopolissacarideo bacteriano de Escherichia coli
(LPS) foi utilizado como controle positivo, demostrando alta capacidade na indugao da sintese desse
metabolito por essas células. No entanto ao realizar os mesmos tratamentos na presenca do parasito

(Figura 16B), foi observado uma indug¢ao da sintese de NO para o tratamento LED 3.

Figura 16 — Quantificacao de 6xido nitrico de macrofagos peritoneais murinos
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Legenda: Controle positivo: LPS — lipopolissacarideo bacteriano (2 pg/mL). Os resultados apresentam a média + E.P.M.
em trés experimentos realizados em triplicata células sem o estimulo por leishmania. A: quantificagdo de NO de
macrofagos peritoneais murinos tratados com AM, LED (LED 1: 56 s de vermelho; 26 s de azul; 13 s de ambar, LED 2:
100 s de vermelho; 55 s de azul; 25 s de ambar, LED 3: 220 s de vermelho; 110 s de azul; 55 s de &mbar), € 0 MAC®
(MAC®1: AM 3,75 uM + 14 s de vermelho; 7 s de azul, e 4 s de sambar, MAC® 2: AM 7,5 uM 28 s de vermelho; 14 s
de azul, e 8 s de &mbar, MAC® 3: AM 15 uM 56 s de vermelho; 29 s de azul, e 15 s de Ambar) por 24 h, ndo infectado
por leishmania e B: Quantifica¢do de 6xido nitrico de macrofagos peritoneais murinos infectados com L. amazonenis e
tratados com AM, LED e MAC® por 48 h * denota diferenga significativas entre os grupos tratados e o controle* p <
0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.
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4.6. Avaliacao da toxicidade aguda em larvas de Zophobas morio

Nao foi observado letalidade nas larvas submetidas as doses de AM e nem ao tempo de
exposicao ao LED. No entanto, foi observado 20% de letalidade nas larvas submetidas ao tratamento
MAC® 3, representado por 15,00 uM/kg de AM mais 900 s de exposi¢do a luz vermelha; 450 s para
aluz azul e 225 s para a luz ambar. As larvas que receberam administragdo de DMSO (grupo controle

positivo) apresentaram 90% de letalidade (Figura 17).

Figura 17 — Curva de sobrevida das larvas Zophobas morio no periodo de 48 h apos aplicagao.
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Legenda: Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de larvas Zophobas morio apos 48 h submetidos aos tratamentos.
Foram realizados diferentes concentragdes do azul de metileno além de diferentes tempos de aplicagdo do LED e MAC®
®(LED 1 /MAC®1: 225 s de vermelho, 112 s do azul € 56 s do 4mbar; LED 2 / MAC®2: 450 s de vermelho, 225 s do
azul € 112 s do 4mbar e LED 3 / MAC® 3: 900 s do vermelho, 450 s do azul e 225 s do 4mbar) No grupo tratado com
MAC® foram adicionadas as doses do AM de forma respectivas. O grupo controle negativo foi injetado solucio salina,
enquanto o grupo positivo foi injetado DMSO.
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4.6.1. Avaliacao da pigmentagao

Além da mortalidade, a melanizagdo foi observada apds o periodo de 48 h, onde todas as
larvas apresentaram melanizacdo dependente da concentragdo. Observando a figura 18, percebe-se
que nos grupos submetidos ao tratamento LED, assim como para os grupos 1 ¢ 2 do tratamento
MAC®, bem como o tratamento AM na dose de 15,00 uM/kg, houve pigmentacdo equivalente ao
observado para o grupo controle. Porém, ja no tratamento MAC® 3 houve aumento significativo da

pigmentacao, demonstrando toxicidade em relagdo ao grupo controle.

Figura 18 — Avaliacdo da pigmentagdo das larvas Zophobas morio no periodo de 48 h apos

aplicagdo.

ha
[—J
]

=
o
[ ]

—

-

[—)]
[]

et

n
1
]
*

Pigmentagéo (ABS 550 nm)

0.0~ '
O A% o A
f F S, '
AM (1M/kg) LED MAC
Legenda: Avaliacdo da pigmentagdo em larvas Zophobas morio. Foram realizados diferentes concentra¢des do azul de
metileno além de diferentes tempos de aplicagdo do LED e MAC ®(LED 1/MAC® 1: 225 s de vermelho, 112 s do azul
e 56 s do ambar; LED 2 / MAC® 2: 450 s de vermelho, 225 s do azul e 112 s do ambar e LED 3 / MAC® 3: 900 s do
vermelho, 450 s do azul e 225 s do Ambar). No grupo tratado com MAC® foram adicionadas as doses do AM de forma
respectivas. O grupo controle negativo foi injetado solucdo salina, enquanto o grupo positivo foi injetado DMSO A

pigmentagdo foi avaliada no homogenato obtido da maceragdo da larva em absorbancia de 550 nm. Significancia
estatistica: * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.

4.6.2. Avaliacdo do ensaio de Nitrito pelo método de Griess em larvas Zophobas morio.

Em relacdo a quantificagdo de nitrito, observou-se que houve aumento da producao desse
metabolito nas larvas submetidas ao tratamento com AM na dose de 3,75 uM e no tratamento MAC®
3, ndo sendo observado aumento nas larvas dos tratamentos utilizando LED quando comparadas ao

grupo controle (figura 19).
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Figura 19 — Avaliagdo do Nitrito pelo método de Griess na larva Zophobss morio.
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Legenda: Quantificacdo do Nitrito. O homogeneizado foi misturado em partes iguais com o reagente de Griess. Foram
realizados diferentes concentragdes do azul de metileno além de diferentes tempos de aplicagdo do LED ¢ MAC ® (LED
1/MAC®1: 225 s de vermelho, 112 s do azul e 56 s do Ambar; LED 2 / MAC®2: 450 s de vermelho, 225 s do azul e 112
s do &mbar e LED 3 / MAC® 3: 900 s do vermelho, 450 s do azul e 225 s do 4mbar). No grupo tratado com MAC® foram
adicionadas as doses do AM de forma respectivas. O grupo controle negativo foi injetado solugdo salina, enquanto o
grupo positivo foi injetado DMSO. Os resultados sdo expressos como média + erro padrio na média (E.P.M). * denota
diferenca significativas entre os grupos tratados e o controle* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p <0,0001.

5. DISCUSSAO

A busca por novos tratamentos para as leishmanioses tem impulsionado a investigacao de
diversas abordagens terapéuticas, entre novas medicagdes € o reposicionamento de farmacos. Nesse
cendrio, a terapia fotodindmica (TFD) surge como uma nova estratégia de tratamento. Em estudos
recentes essa terapia tem se mostrado eficaz no tratamento de infec¢des causadas por diversos
patogenos como: Staphylococcus aureus, Enterobacter agllomerans, Enterobacter aerogenes,
Klebsiela oxytoca, Proteus mirabilis e Serratia rubidae (Hamblin; Hasan, 2004; Pimenta et al., 2025).

Contudo, sua abordagem terapéutica no tratamento das leishmanioses ainda permanece pouco
explorada. A principal vantagem da terapia fotodindmica ¢ sua facil aplicacdo, baixo custo, ndo
necessitar de ambiente hospitalar e de administra¢do parenteral, o que pode promover maior adesao
dos pacientes ao tratamento.

A TFD emprega fotossensibilizantes (FS), compostos inovadores que utilizam a luz como
potencializador para controlar a atividade biologica das moléculas (Velema et al., 2014). Essa
abordagem vem evoluindo como uma metodologia promissora para o controle de processos
bioldgicos (Fuchter, 2020). Trabalhos in vitro também tém relatado a eficacia desse protocolo sobre

protozoarios do género Leishmania (Maciel et al., 2021) e no tratamento da leishmaniose, onde
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obteve-se cura da lesao com redugdo da carga parasitaria em modelos animais(Akilov et al., 2007,
Cabral et al., 2024; Sbeghen et al., 2015) e em humanos (Enk et al., 2003), com raros efeitos adversos.
O uso do método de aceleracdo cicatricial (MAC®) surge como uma abordagem inovadora que
visa reduzir a carga microbiana e promover a regeneragao. Essa metodologia envolve a TFD na curva
espaco tempo. Essa curva foi desenvolvida dentro de uma equagdo matematica que melhora
acessibilidade medicamentosa e do FS, garantindo que atinja o objetivo(Pinto et al., 2021).

Diante disso o AM foi escolhido devido sua baixa toxicidade, capacidade de gerar EROs,
propriedades antiprotozoarias, pelo baixo custo e por apresentar seu pico de absor¢ao no comprimento
de onda 664 nm (Ozlem-Caliskan et al., 2022). A utilizagdo de diferentes comprimentos de onda de
forma combinada se justifica pela necessidade de alta absor¢ao de energia luminosa pelo FS, agindo
em diversas profundidades e diferentes tecido, aproveitando as propriedades especificas de cada
componente. O LED vermelho (660 nm) possui uma alta penetragdo do tecido, alcangando os
parasitos em profundidade (Cabral et al., 2023), o LED azul (460 nm), ¢ altamente absorvido pelo
AM (Pimenta et al., 2025), o que maximiza a producdo de EROs, possui uma baixa penetracdo no
tecido, o que ¢é ideal para atingir parasitos na camada superficial da pele, por sua vez, o LED ambar
(590 nm) possui acdo anti-inflamatoéria, além de estimular a producao de colageno e elastina, melhorar
a oxigenacao da pele e consequentemente a cicatrizagao do tecido(Hong et al., 2022).

O método se baseia em uma curva espago-tempo, um modelo matematico que orienta a
intervengdo de acordo com a progressao da patologia, considerando se a lesdo se encontra em uma
fase aguda ou cronica. Nesses casos, a "dobra do tempo" ¢ aplicada de forma crescente para estimular
uma reorganizacdo gradual. Em lesdes agudas, o objetivo € controlar o processo inflamatorio e
prevenir danos adicionais. A "dobra do tempo" ¢ aplicada de forma decrescente para induzir uma
rapida regressdao dos sintomas e direcionar o tecido para uma fase de reparo mais organizada e
eficiente. A avaliacdo clinica, incluindo a gravidade da lesdo, a densidade tecidual e a possivel
coloniza¢do microbiana, ¢ crucial para determinar a dosimetria ideal, garantindo maior eficacia e
precisdo na reabilitacdo e, consequentemente, melhorando a qualidade de vida do paciente (Pinheiro
et al., 2024). Sendo assim, neste estudo, demonstrou-se que o MAC® apresentou atividade intrinseca
contra L. amazonensis.

Todos os tratamentos apresentaram inibi¢do do crescimento de formas promastigotas
dependente da concentracio e da exposi¢do do tempo do LED, porém o MAC® demonstrou um alto
potencial de inibi¢do apresentando a Clso (33,77) sete vezes menor, quando comparado ao LED
(260,81). De modo similar ao presente estudo, Cabral et al., (2023) também avaliaram, em seu estudo

a influéncia da TFD in vitro, utilizando o LED vermelho e 1-9- dimetil- azul de metileno, contra
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promastigotas de duas cepas de Leishmania amazonensis, sendo uma cepa selvagem e a outra
resistente a miltefosina e ambas obtiveram eficacia na inativacao das cepas.

Embora os valores da Clso possam ser bastante variaveis, a capacidade de atuar de forma
seletiva contra o parasito, minimizando a citotoxicidade para o hospedeiro ¢ comparavel entre eles.
Isso, sugere que, ambos os tratamentos obtiveram IS significativos. Um aspecto notavel, no entanto,
é que o grupo tratado com MAC® alcancou o seu elevado IS com um tempo de exposicio de luz
significativamente menor em comparagdo com o grupo LED, além de apresentar o IS maior que o da
Anfotericina B. Este resultado ndo apenas reforca o perfil de seguranca e seletividade do MAC®, mas
também demonstra uma eficiéncia terapéutica superior, indicando que a sua aplica¢dao pode ser mais
rapida e potencialmente mais conveniente clinicamente. Portanto, 0 MAC® se destaca por combinar
alta seletividade com uma cinética de agdo favoravel.

No que se refere ao alto indice de seletividade, indica que o tratamento tem capacidade de
destruir o patdgeno, gerando um minimo de dano possivel para as células saudaveis (Das Neves et
al., 2024; Martins et al., 2016). Esses resultados demonstram a importancia para determinar o
potencial dos tratamentos, porém sao necessarios avaliar todos os testes in vitro, para confirmar o
melhor tratamento, enquanto sua eficécia e seguranca. Sendo assim este trabalho mostra que todos
os trés tratamentos avaliados possuem um excelente IS, indicaram maior seletividade em atingir o
parasito do que a célula do hospedeiro.

Diferentes ensaios citotoxicos podem ser realizados para determinar a seguranga de uma
terapia as células de animais e humanos visando futuros tratamentos in vivo. Ensaios realizados com
eritrocitos permitem avaliar o potencial dos tratamentos em causar lesdes na membrana plasmadtica
das células. Quando o tratamento compromete a estrutura celular dos eritrocitos causando hemolise,
pode desencadear uma série de efeitos adversos incluindo inflamacao local e sistémica, oclusdo
vascular, ativagdo de células endoteliais e danos renais devido a liberagdo de hemoglobina livre (Liu
et al., 2025). Pelos resultados obtidos neste estudo, os tratamentos MAC® ndo apresentaram
toxicidade para os eritrocitos em nenhuma das diferentes doses estudadas.

ApoOs a realizacdo da atividade antileishmania contra promastigotas e citotoxicidade,
prosseguiu-se com a investigacdo da atividade antileishmania de formas amastigotas internalizadas
em macrofagos, que € o modelo in vitro que mais representa a infeccdo no hospedeiro vertebrado,
além disso, os macréfagos sdo células do sistema imune, que desempenham um papel importante na
defesa do organismo contra doengas e infecgdes (Chen et al., 2023). No presente estudo, foi possivel
observar que os grupos expostos a fototerapia com LED e MAC® demonstraram redugdo significativa

no numero de macrofagos infectados, sendo capazes de reduzir 20% e 80% respectivamente.
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Adicionalmente, ao analisar o indice de sobrevivéncia das amastigotas internalizadas,
observou-se uma reducao significativa nos grupos submetidos a esses tratamentos. No grupo controle,
foi possivel observar uma média de 19 amastigotas por macrofagos, frequentemente aglomerados ao
redor do vactiolo parasitoforo. Em contraste, os tratamentos com LED e MAC® reduziram o niimero
de amastigotas sobreviventes para 6 ¢ 1 por macrofago, respectivamente. Essa eficacia foi dependente
da concentracdo, sendo demonstrado maior atividade nos tratamentos MAC® 1, 2 e 3 e nas
concentracoes de 15,00 uM do AM, quando comparados a Anf. B. Segundo (Cabral et al., 2024) em
seus estudos de inativacao de cepas L. amazonensis e resistentes a mitelfosina utilizando a TFD, a
associacao entre o LED vermelho e o AM ja se demonstravam uma terapia eficaz ao combate da
resisténcia de fairmaco. Descobertas semelhantes foram relatadas por (Pimenta et al., 2025), que
mostraram que apenas a fototerapia de LED azul em diferentes espécies de leishmania demonstraram
uma inibicdo no crescimento do parasito durante e apds o tratamento, apresentando resultados
semelhantes a Anf. B, além de reduzir a taxa de infec¢do dos macrofagos.

Na avaliacdo dos parametros de ativacdo de macrdofagos, investigou-se a capacidade dos
tratamentos AM, LED e MAC® na indugio da capacidade fagocitica, atividade lisossomal e sintese
de oxido nitrico isso porque os macrdfagos sdo essenciais na defesa contra patdogeno e células
tumorais, participando da fagocitose, citotoxicidade, secre¢do de citocinas e apresentacdo de
antigenos. Macrofagos ativados demonstram uma série de caracteristicas, como maior adesdo e
espraiamento, sintese de DNA estimulada, secrecao alterada de citocinas, aumento de enzimas
lisossomais e maior atividade microbicida via NO e EROs (Chen et al., 2023).

Essas células sdo as primeiras cé€lulas de defesa do nosso organismo, e sdo elas as primeiras
células do sistema fagocitico mononuclear que utilizam estratégias para combater corpos estranhos,
inflamacdes e patdgenos. A ativacdo dessas células, que inclui o aumento da capacidade fagocitica e
a atividade lisossomal € crucial. A fagocitose € o processo pelo qual o macroéfago engloba o patégeno
formando um fagossomo. Esse por sua vez, funde-se com o lisossomo, criando um fagolisossomo
onde neste compartimento os patdégenos sao degradados por enzimas ¢ ERO’s (Alves et al., 2021;
Bogdan; Roéllinghoft, 1998). Nos resultados dos ensaios de atividade lisossomal o tratamento LED 2
(110 s vermelho; 55 s azul e 25 s Ambar) assim como o tratamento MAC® 2 (7,50 uM de AM seguido
por 28 s vermelho; 14 s azul e 8 s ambar) induziram aumento do volume lisossomal. Porém, ao avaliar
a capacidade fagocitica observou-se aumento na menor concentracdo do AM (3,75 uM) assim como
no tratamento MAC® 3 (15,00 uM de AM mais 56 s vermelho; 29 s azul e 15 s Ambar).

Uma outra via de defesa dos macrofagos ¢ a produgdo de NO. Dentro da célula, o NO reage
como anion superdxido (02), formando o peroxinitrito, um potente agente microbiano. O parasito

sobrevive dentro do macrofago mediante a habilidade de inibir a expressdo ou atividade do oxido
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nitrico sintase induzivel (iNOS) por meio da inibigdo da producdo de citocinas envolvidas na
regulacdo da iNOS, inibicdo da sintese de NO por glicosilinositol, fosfolipideos da superficie de
amastigotas ou estimulos a producao do fator de transformagao de crescimento TGF-3 (Alves et al.,
2021; Dey; Panga; Raghunathan, 2016; Palmieri et al., 2020).

Neste estudo, a producao de NO foi avaliada, de maneira indireta através da quantificagao de
nitritos. Nos resultados dos ensaios com macréfagos, submetidos aos tratamentos com LED, AM e
MAC®, nio foi possivel observar um aumento significativo no NO em nenhum dos tratamentos
realizados, produzindo niveis inferiores ao grupo controle. Além disso, nenhuma das amostras foi
capaz de elevar significativamente a producdao desse metabolito, ja que, quando comparadas ao
lipopolisacarideo (LPS), um estimulador da producdo de o6xido nitrico pelos macrofagos, foi
observado um aumento substancial na sintese de NO. No entanto, quando avaliado em macrofagos
infectados por L. amazonensis observou-se aumento da sintese de NO no grupo tratado com LED 3.
Uma hipétese a ser considerada ¢ a dependéncia de oxigénio na TFD, portanto, quando se utiliza alta
exposi¢do de luz, assim como no tratamento MAC® com a associagio do AM, provavelmente pode
ter causado o esgotamento do oxigénio intracelular, dificultando a a¢do das EROs. Outra hipotese €
que o AM, em certas doses possa, além da geragdo do anion superdxido, atuar predominantemente
por meio da inibi¢do direta da NO sintase e de outras enzimas contendo ferro e, consequentemente, a
producdo de NO (Mayer; Brunner; Schmidt, 1993).

A utilizacao de modelos animais para avaliagdo de toxicidade ¢ comum, no entanto, a busca
por métodos alternativas tem ganhado destaque por serem mais econdmicas € ndo exigirem aprovagao
de comité de ética. Insetos, como o Zophobas morio, surgem como uma opc¢ao viavel. Eles possuem
um ciclo de vida curto, alta taxa de reproducao e baixo custo de manutencao e a dispensa de aprovagao
ética, além de ndo necessitarem de aprovagdo por comités de ética, o que contribui para maior
agilidade nas pesquisas. Essa abordagem permite uma determinagdo eficiente e preliminar da
toxicidade de novas substancias e tratamentos (Rumbos; Athanassiou, 2021).

Um dos fatores importantes no estudo de toxicidade aguda ¢ a avalia¢do da letalidade que a
busca de possiveis novos tratamentos pode ocasionar nos modelos experimentais (Alves et al., 2025;
Brai et al., 2023).

A analise dos resultados deste estudo demonstra que apenas o grupo experimental submetido
ao tratamento MAC® 3 foi observada uma taxa de mortalidade de 20% nas primeiras 24 horas, a qual
se manteve estavel até as 48 horas seguintes. Este tratamento corresponde a aplicagdo da maior dose
de azul de metileno (15 uM/kg) combinada com o maior tempo de exposi¢do de luz. A toxicidade
observada ¢ estatisticamente significativa quando comparada aos grupos controle, indicando que o

efeito toxico foi induzido exclusivamente pela combinac¢do mais intensa do MAC®.
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Outros testes avaliados com Z. morio foi o de pigmentagdo e dos niveis de nitrito, que sao
empregados como indicadores de estresse oxidativo. Este ¢ caracterizado por um desequilibrio entre
a producdo e o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de nitrogénio (EROs) nos tecidos,
superando a capacidade antioxidante do organismo. Nesse contexto, concentragdes elevadas de nitrito
em amostras biolodgicas sdo indicativas de um aumento na formacao de NO. O excesso de NO, por
sua vez, resulta na producdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS), como o peroxinitrito
(ONOO-), uma substancia altamente citotoxica. Essa cascata de eventos oxidativos culmina no
estresse oxidativo, que esta intrinsecamente ligado aos processos de pigmentagao observados (Bryan,;
Grisham, 2007; Pérez-Torres et al., 2020).

Em relagdo a pigmentacio, apenas o tratamento MAC® 3, induziu um aumento significativo.
Embora ndo tenha superado o nivel de produ¢ao ocasionado pelo DMSO. Quanto a produgdo de
nitrito, tanto o MAC® 3 quanto o AM 3,75 uM/kg, demonstraram resultados significativos na
producdo de nitrito quando comparado ao grupo controle. Contudo, as concentragdes observadas no
nitrito em todos os tratamentos foram consideravelmente inferiores ao grupo tratado com DMSO que
apresentou valores elevados.

Ao final, observou-se que todos os tratamentos propostos: AM, LED e MAC® demonstraram
eficicia significativa contra a Leishmania amazonensis, tanto nas formas promastigota quanto na
amastigota, corroborando os achados de Cabral et al., (2024) sobre a sensibilidade do parasito a TFD.
O AM ¢ um FS amplamente utilizado pois, ap6s ativagdo pela luz, promove a geracdo de EROs,
levando a danos oxidativos irreversiveis e consequentemente morte celular (Mayer; Brunner;
Schmidt, 1993; Oliveira et al., 2019). A aplicagio do LED isolado também apresentou efeito
antileishmania, embora de forma menos expressiva quando comparada ao tratamento o MAC®. O
MAC®, por sua vez, apresentou um excelente desempenho, atingindo resultados significativos com
menor tempo de exposicdo. Essa eficdcia pode estar relacionada & maior estabilidade quimica do
composto, a sua capacidade de penetracdo e seletividade no tecido caracteristicas que favorecem sua
acao terapéutica.

Embora a TFD com AM j4 tenha sido explorada contra protozoarios do género Leishmania
(Cabral et al., 2023; Ozlem-Caliskan et al., 2022), o presente trabalho se destaca como primeiro a
descrever e avaliar a eficacia do MAC® contra a Leishmania amazonensis, onde ressalta o carater

inovador da técnica, proporcionando abertura para novas investigagoes.



68

6. CONCLUSAO

Todos os tratamentos avaliados no presente estudo demonstraram atividade antileishmania,
contra diferentes formas evolutivas do parasito, como também promoveram capacidade de ativar
macrofagos. Dentre os tratamentos testados, o MAC® destacou-se por promover esses efeitos com

menor tempo de exposi¢ao a luz.

Esses resultados apontam que a terapia fotodindmica com utilizagdo do MAC® é uma abordagem
promissora para um possivel desenvolvimento de uma alternativa terapéutica eficaz contra a
Leishmaniose Tegumentar, apresentando diversas vantagens sobre os tratamentos convencionais,
sendo menos invasiva que a terapia convencional, ndo necessitando de ambiente hospitalar nem de

administracdo parenteral, o que pode favorecer adesdo ao tratamento por parte dos pacientes.
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