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RESUMO

As leishmanioses sao um conjunto de doencas causadas por parasitos do género
Leishmania e sao um problema de saude publica em muitos paises. A leishmaniose
tegumentar se manifesta por lesdes na pele e mucosas, isoladas ou multiplas, com
bordas bem delimitadas. Atualmente, os antimoniais prevalentes sdo usados para o
tratamento da doenca, porém, devido aos seus efeitos adversos e a sua toxicidade,
a pesquisa acerca de novas alternativas terapéuticas é importante. A terapia
fotodindmica em associagdo com a hipericina livre e com a hipericina encapsulada
com plurdnico® F-127 tém se mostrado muito promissora. Neste trabalho, foi
avaliada a agédo da hipericina livre e encapsulada por plurénico F-127 em terapia
fotodindmica para formas amastigotas intracelulares L. (L.) amazonensis e a
producdo de derivados de nitritos. Os resultados mostraram um efeito anti-
leishmania da hipericina livre e encapsulada, especialmente com o uso da terapia
fotodindmica. A reducgédo do indice de infeccdo chegou a 61,36% para a hipericina
encapsulada (0,66uM) em associacdo com a terapia fotodinamica. Nao foi
observada a producdo significativa de derivados de nitritos em nenhuma das
concentragdes estudadas, na presenca ou auséncia de luz, tanto da hipericina livre
quanto para a encapsulada. Tanto a hipericina livre quanto a encapsulada
demonstraram ser promissores agentes fotossensibilizadores, cujo mecanismo de
acao é independente da producao de derivados de nitrito.

INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LT) € um conjunto de doencas infecciosas, nao
contagiosas, caracterizadas por acometer pele e mucosas, e serem um problema de
saude publica em diversos paises. Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio
das células do sistema fagocitico mononuclear, no qual assume a forma amastigota.
Atualmente, os antimoniais prevalentes sao farmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses, entretanto, existem significativos efeitos adversos
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que podem comprometer o processo terapéutico (BRASIL, 2017). Desse modo, € de
grande importancia que novas alternativas terapéuticas sejam estudadas.

Novas terapias, como a terapia fotodindmica, tém surgido como uma alternativa aos
medicamentos existentes para o tratamento da LT. Caracteriza-se por ser um
método nao invasivo e localizado, que emprega ativos fotossensibilizantes com
comprimentos de onda especificos de luz. Em outros estudos, seu uso tem se
mostrado eficaz tanto na redug¢do do tamanho das lesdes cutaneas quanto na carga
parasitaria de pacientes com leishmaniose (Sepulveda et al. 2020). Uma vez que o
agente fotossensibilizante € ativado pela luz, a producédo de espécies reativas de
oxigénio com potencial para destruir 0 microrganismo ou a célula, é induzida
(Montoya et al. 2015).

A hipericina é uma antraquinona fotoativa, derivada de Hypericum perforatum,
conhecida como erva de Sao Joao (Alves et al. 2014). Seus extratos sdo usados
para tratar escoriagbes, cortes e feridas, possuindo efeito anticancerigeno,
propriedades fungicidas, bactericidas e antivirais (Krupka-Olek et al. 2024). Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da hipericina livre e encapsulada

por plurénico® F-127 em terapia fotodinamica para formas amastigotas intracelulares
L. (L.) amazonensis.

MATERIAIS E METODOS

Obtencgéo do composto teste e fonte de luz

A hipericina e a hipericina encapsulada com plurénico® F-127 a 0,5% m/v
(formulado), foram fornecidas pelo Prof. Dr. Wilker Caetano do Nucleo de Pesquisas
em Sistemas Fotodinamicos da Universidade Estadual de Maringa. Para a
iluminacao foi usado o diodo emissor de luz (LED) de cor branco-quente e
irradiancia de 19,2 mW/cm?.

Ensaio sobre formas amastigotas de L. (L.) amazonensis

O parasito L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016) (LLa) foi mantido por
repiques semanais em meio de cultura 199, pH 7,2. Culturas de macrofagos
imortalizados da linhagem J774 A.1 foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640,
pH 7,6, e antes dos experimentos em pH 6,8. A suspensdo de macréfagos foi
distribuida sobre laminulas de vidro, em pocos de placas de 24 pocos. As placas
foram incubadas por 2 h e 30 min. em estufa de CO, a 37°C. Em seguida, os
macréfagos foram infectados com promastigotas de LLa e incubados durante 4 h a
37°C, para internalizacao dos parasitos. A hipericina encapsulada (IC50 16,41 uM) e
nao encapsulada (IC50 18,17 uM) foram testadas em trés concentracdes diferentes,
correspondentes a 25, 50 e 75 vezes menores do que a concentragao inibitoria para
50% dos parasitas. Uma das placas foi exposta a iluminagao por LED por 30 min. e
a outra nao, ambas tendo controles sem adicdo das drogas. Apdés 24 h de
incubacdo, as laminulas foram lavadas em PBS, coradas com o Kit Pandtico e
fixadas a laminas de vidro. Posteriormente, foram examinadas ao microscopio éptico
sendo analisadas 200 células em cada laminula. O indice de infecgéo (IF) foi
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calculado multiplicando-se o percentual de macréfagos infectados pelo numero
médio de parasitos nos macréfagos. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Dosagem de oxido nitrico

Os niveis de nitritos foram determinados nos sobrenadantes das culturas, com o uso
do reagente de Griess (1% de sulfanoilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etilenodiamina
diidrocloridrica e 2,5% de acido ortofosférico) (Sigma-Aldrich®(1). Células infectadas
ndao tratadas e células nao infectadas estimuladas com 5 pupg/mL de
lipopolissacarideo (LPS) foram usadas como controles negativo e positivo,
respectivamente. A absorbéancia foi medida por espectrofotometria em 550/620 nm.
Os niveis de nitritos foram calculados por meio de uma curva padrao com nitrito de
sodio (NaNOy).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito das concentragdes da hipericina livre e encapsulada sobre o indice de
infeccdo estd demonstrado na figura 1. Observa-se que houve uma diferenca
expressiva entre todas as concentracdes expostas a luz quando comparada as nao
expostas. A reducdao do indice de infeccdo para todas as concentracbes de
hipericina livre e encapsulada, submetidas a luz foi superior a 50%, o que demonstra
uma boa atividade anti-leishmania. Montoya et al. (2015) aponta que a atividade
anti- leishmania da hipericina irradiada e nédo irradiada é provavelmente devida a
inibicao especifica da espermidina sintase, associada quando irradiada a producao
de espécies reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatorias sintetizadas por
macréfagos. A maior reducédo encontrada com o uso da terapia fotodinamica foi na
concentragdo -25x do IC50, tanto para a hipericina, quanto para a hipericina
encapsulada, indicando um efeito dose dependente. Esses resultados concordam
com os de Sepulveda et al. (2020) que relatam que a hipericina € um composto nao
toxico e ndo mutagénico, A hipericina é aprovada para uso humano nos EUA e seu
potencial para tratar a LT em terapia fotodindmica ja tem sido descrito.
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Figura 1. Acdo da hipericina livre e hipericina + Plurénico® F-127 sobre L. amazonenses.
HYP: hipericina livre. HYP/F127: hipericina encapsulada por Plurénico®.

A hipericina e a hipericina encapsulada com plurbnico F-127 tanto na presenca
quanto na auséncia de luz ndo estimularam a producao significativa de derivados de
nitrito em macréfagos infectados por Leishmania. 1sso sugere que 0 mecanismo
destes farmacos nao é dependente da producao de derivados de nitrito.

CONCLUSOES

Os agentes fotossensibilizadores hipericina livre e hipericina encapsulada com o
plurbnico F-127 tem atividade anti-leishmania sobre formas amastigotas de L.
amazonensis independente da producao de derivados de nitrito.
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