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RESUMO

A leishmaniose € uma das dez principais doencas tropicais negligenciadas
mundialmente, sendo endémica em 99 paises. Pensando nisso, este trabalho teve
como principal objetivo o estudo dos mecanismos de acao da hipericina associada a
terapia fotodinamica (TFD) na indugédo da morte celular de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. A metodologia envolveu a incubacao de promastigotas
com hipericina livre (H) e incorporada ao plurénico F-127 (HF127), seguida de
iluminagdo com LED e posterior avaliagao do potencial de membrana mitocondrial e
externalizacdo de fosfatidilserina por meio de citometria de fluxo e analise de
fragmentacdo de DNA por eletroforese. Os resultados de externalizagdo de
fosfatidilserina  indicaram apoptose. Ambos o0s compostos induziram a
despolarizacdo de membrana mitocondrial das formas promastigotas; o tratamento
também mostrou padrbes indicativos de fragmentacdo de DNA indicando também
apoptose. Em conjunto os resultados sugerem que o tratamento das promastigotas
com hipericina leva a morte celular, provavelmente pelo mecanismo de inducéo de
apoptose, sendo a HF127 o composto com maior eficacia. Conclui-se que a
hipericina, especialmente quando formulada com nanocarreadores, € uma candidata
promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos contra leishmaniose
tegumentar.
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As leishmanioses estdo entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas,
sendo endémicas em 99 paises, entretanto as ferramentas de prevencéo e controle
disponiveis sao limitadas (Who, 2022). A Leishmaniose Tegumentar (LT) € uma
doenca infecciosa ndo contagiosa, que acomete a pele e mucosas. Os parasitos, do
género Leishmania, possuem duas formas principais: promastigotas encontradas
nos vetores, insetos flebotomineos, e amastigotas presentes no interior de células
fagociticas do hospedeiro (Brasil, 2017). No Brasil, a espécie Leishmania
amazonensis (LLA), responsavel pela forma anérgica da doenga, € uma das mais
endémicas (Brasil, 2017). Atualmente, sdo poucos os farmacos disponiveis para
tratamento da LT, sendo os antimoniais pentavalentes os de primeira escolha, e a
anfotericina B de segunda escolha, além das pentamidinas e pentoxifilina.
Entretanto, todos esses farmacos podem apresentar efeitos colaterais severos,
ineficacia e inducao de resisténcia, além da invasividade e longos periodos de
tratamento. A partir disso, torna-se essencial a busca por novas técnicas e farmacos
para tratamento e controle da doenca (BRASIL, 2017). A hipericina, isolada de
plantas da familia Hypericum classificada como naftodiantrona, € muito conhecida
por apresentar efeitos antidepressivos, anti-inflamatérios, anti-cancerigenos e
antimicrobianos (Kariot et al, 2010). Pesquisas recentes mostram que ela é um
fotossensibilizador com amplo potencial para uso na terapia fotodinamica (TFD)
(Kariot et al, 2010). O objetivo deste estudo foi analisar o mecanismo de acao pelo
qual a hipericina associada a TFD provoca a morte celular das formas promastigotas
de LLA.

MATERIAIS E METODOS
Ensaio de determinac&o do potencial de membrana mitocondrial de LLA

Uma solucédo contendo 4x10” leishmanias/mL foi preparada sobre uma placa de 24
pocos. Ambos fotossensibilizadores foram diluidos em meio RPMI pH 6,8 e
adicionados sobre os parasitos em placa. As concentragdes estudadas foram
referentes aos valores conhecidos de ICs0 (concentracao inibitéria para 50% dos
parasitos) e duas vezes a ICso0, 18,11 pM e 36,22 uM para hipericina livre (H) e
15,58 uM e 31,16 pM para hipericina incorporada ao plurénico F-127 (HF127),
respectivamente. Para o controle positivo de despolarizacdo de membrana
mitocondrial utilizou-se perdxido de hidrogénio (H205). A placa foi incubada por 30
minutos seguida de 30 minutos de iluminagdo com a fonte de LED branca. Apés 24
horas de incubacéao procedeu-se a analise por citometria de fluxo.

Ensaios de fragmentagcdo de DNA de LLA
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As suspensdes contendo 4x10” promastigotas/mL de LLA foram incubadas na
concentracédo de ICso0 de hipericina livre (H) (18,17 uM) e hipericina incorporada ao
plurénico F-127 (HF127) (16,41 uM) durante 30 minutos, seguindo-se de 30 minutos
de iluminacdo com a fonte de LED. Apds 24 horas de incubacao, o DNA completo
dos parasitos foi extraido com fenol e cloroférmio e precipitado com acetato de sddio
3M e etanol, e ressuspensos com tampao Tris-EDTA. Foi realizada a eletroforese
em gel de agarose 2% com brometo de etideo e os resultados foram fotografados
através de luz ultravioleta (UV). Os produtos da extragcdo de todas as amostras
também foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase tradicional, com
iniciadores especificos para um gene de Leishmania e revelados por eletroforese em
gel de agarose. A fragmentacgéao foi confirmada com a auséncia de amplificacao.

Ensaios de avaliagdo da externalizagdo de fosfatidilserina em promastigotas de LLA

As suspensdes contendo 2x107 parasitos/mL de formas promastigotas de LLA
foram incubadas nas concentragbes de 1Cs0 de hipericina livre (H) (18,17 uM),
hipericina incorporada ao plurdnico F-127 (HF127) (16,41 uM) e anfotericina B (1
ug/mL), durante 30 minutos, seguida 30 minutos de iluminacdo com a fonte de LED.
Apés uma nova incubacao de 4 e 24 horas as amostras foram processadas com kit
Anexina V (Annexin V-FITC Apop Kit 100 tests, Invitrogen®, USA&Canada). A aquisicao e
andlise de dados foi realizada usando um citémetro de fluxo FACSCaliburTM
equipado com o software CellQuest. Os parasitos corados com anexina V sao
considerados apoptoticos pela deteccao de fosfatidilserina, e as células coradas com
iodeto de propideo (Pl) sdo consideradas necroéticas ou em apoptose tardia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial observou-se que H e HF127
induzem a despolarizacdo de membrana mitocondrial das promastigotas de LLA. A
despolarizacdo em 4h foi superior comparado a 24h, indicando que parte da
despolarizacao é transitoria. O tratamento também mostrou padrées indicativos de
fragmentacdo de DNA. Na avaliagdo da externalizagdo da fosfatidilserina, devido a
fluorescéncia natural da hipericina em vermelho nao foi possivel confirmar se a
apoptose era tardia ou recente, mas a fluorescéncia do marcador de anexina V
indica apoptose, ja em 4 horas tratando-se do formulado e em 24 da H, como
destacado na Tabela 01.
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Tabela 1 - Analise da determinacao da externalizagdo da fosfatidilserina pela ligacao
da Anexina V através do indice de fluorescéncia por citometria de fluxo

¢ NC PC ‘ AMB HYP CT HYP HYPF127 CT HYPF127
PERIODO | QUADRANTE e -
Média de promastigotas por quadrante (%)
uL 0,7 9,7 6,5 93,5 94,1 97,3 72,7
UR 4,2 0,9 82,5 0,1 2,4 0,2 26,8
4 horas
LL 94,3 89,4 11,0 6,4 3,5 2,4 0,6
LR 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
UL 9,895 2,7 2,8 95,6 84,3 98,8 67,5
UR 11,27 96,0 96,7 0,1 1lil-7) 0,2 31,3
24 horas
LL 78,76 p W 0,6 4,3 4,5 1,0 1,2
LR 0,075 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Abreviagdes: NC - controle negativo; PC - controle positivo; AMB - anfotericina B; HYP CT - hipericina controle: sem FITC e PlI;
HYP - hipericina; HYPF127 CT - hipericina incorporada ao plurénico F127 controle: sem FITC e Pl; HYPF127 - hipericina
incorporada ao plurénico F127; Pl - iodeto de propidio; FITC - Isotiocianato de fluoresceina; UL - Upper Left; UR - Upper Right;
LL - Low Left e LR - Low Right.

CONCLUSOES

A hipericina, especialmente a formulada com nanocarreadores (HF127), é eficaz na
inducado de apoptose em formas promastigotas de LLA. Esses resultados sugerem
forte potencial da hipericina para futuros estudos e desenvolvimento de um
tratamento alternativo para LT.
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