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Resumo

As leishmanioses sdo doencas infecciosas ndo contagiosas, causadas por
protozodrios do género Leishmania e que afetam mais de 12 milhdes de
pessoas. O tratamento das leishmanioses € de custo elevado e de alta
toxicidade. Alguns estudos mostraram que Calophyllum brasiliense Camb.,
familia Clusiaceae, tem propriedades antibacterianas, anticancerigena, e
sobre L. (L.) amazonensis. O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade
de extratos das folhas de C. brasiliense sobre formas promastigotas de L.
(Viannia) braziliensis, por meio do estudo da inducédo de fragmentacdo do
DNA nos protozoarios tratados com C. brasiliense. Por eletroforese em gel de
agarose observou-se que 60 upg/mL do extrato de C. brasiliense induz a
fragmentacdo do DNA em promastigotas de L. (V.) braziliensis, o que
poderia desencadear a morte celular por apoptose nestes parasitos. Estudos
complementares devem ser realizados, 0s quais possibilitem a identificagéo de
outras caracteristicas bioquimicas e morfologicas de apoptose.

Introducao

As leishmanioses sdo uma das mais importantes doencas negligenciaveis,
com uma estimativa de 0,7 a 1,3 milhdes de novos casos anuais no mundo
(WHO, 2015). O arsenal terapéutico para o tratamento das leishmanioses é
limitado e as drogas atualmente usadas, como 0s antimoniais pentavalentes,
as pentamidinas e a anfotericina B, embora efetivas, tem severos efeitos
colaterais e limitacbes de uso. O estudo de fontes naturais como o
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Calophyllum brasiliense Camb para o desenvolvimento de novos compostos
€ uma alternativa. Estudos com o C. brasiliense Camb., planta da familia
Clusiacea, mostram que seus extratos e fracdes tem atividade anti-
Leishmania. Brenzan et al (2008) mostraram que um extrato diclorometano e
a cumarina (-)ymammea A/BB obtidos a partir de folhas de C. brasiliense tem
atividade contra promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis. Honda
et al (2010) mostraram que a fracdo hexano, obtida das folhas de C.
brasiliense reduziu o volume das les6es em camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis e cicatrizacao das lesdes tratadas topicamente. O objetivo
deste estudo foi investigar a atividade de extratos das folhas de C.
brasiliense sobre formas promastigotas de L. (Viannia) braziliensis, por meio
do estudo da inducéo de fragmentacédo do DNA dos parasitos.

Materiais e métodos

Preparacédo do extrato hidro-alcoolico de Calophyllum brasiliense

O extrato foi obtido a partir das folhas, por maceracao fria em etanol:agua
(9:1), filtracdo e evaporacdo a vacuo em rota-evaporador a 35°- 40°C. O
residuo verde escuro foi dissolvido em diclorometano. O solvente foi
eliminado por rota-evaporagdo a vacuo a 45°C e o extrato armazenado a -
10°C, protegido da luz, até o uso.

Fragmentacao do DNA induzida por Calophyllum brasiliense

A andlise qualitativa de fragmentacdo do DNA foi realizada por eletroforese
em gel de agarose 2% do DNA genbmico extraido de formas promastigotas
de L. (V.) braziliensis (1x10°) tratadas ou ndo com extrato diclorometano de
C. brasiliense, na concentracdo de 60 yg/mL (DLsp conforme BRENZAN et
al., 2008). Parasitos tratados com 12 pL de peroxido de hidrogénio foram
usados como controle positivo da fragmentacdo. Formas promastigotas
foram lisadas em tampao Sarkosyl (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 0,5 %
sodium-N-lauryl sarcosine [pH 7,5]) e com proteinase K (100 ug/mL) e
incubadas 6 a 12 e 24 h a 50°C. Apds a adicdo de RNase A (248 U/mL) a
solucdo foi incubada por 1 h a 37°C e a seguir extraidas com
fenol:cloroformio-alcool isopropilico (25:24:1) e centrifugadas a 16.000g por
5 minutos. Os sobrenadantes foram tratados com 0,1 volume de acetato de
sédio 3 M e 2 volumes de etanol por 20 a 24 h, a 20°C, centrifugados a
16.000g por 10 minutos e lavados em etanol 95%. O DNA foi seco a
temperatura ambiente, dissolvido em 10 mM Tris-EDTA e quantificado por
espectrofotometria a 260/280 nm. O DNA gendmico (10 ug) foi aplicado em
gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio e a eletroforese realizada a
100V por 45 minutos e visualizados sob luz UV.
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Resultados e Discussao

A eletroforese do DNA de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis
tratadas (60 pg/mL) ou ndo com o extrato de C. brasiliense (Figura 01)
mostrou um padréo de bandas semelhante ao dos parasitos tratados com 12
uL de perdxido de hidrogénio, ap6s 6, 12 e 24h de incubacado, o qual foi
ausente nos controles ndo tratados. Tal fato indica que o extrato de C.
brasiliense pode induzir a fragmentagcdo do DNA de promastigotas de L. (V.)
braziliensis. Estes resultados sugerem que o mecanismo de acao do extrato
sobre formas promastigotas de L. (V.) braziliensis esta associado a inducéo
de morte celular por apoptose.

Figura 1. Fragmentag&o do DNA de L. (L.) braziliensis tratadas com C. brasiliense.
Promastigotas de L. (L.) braziliensis foram tratadas com 60 pyg/mL do extrato de C.
brasiliense ou com peréxido de de hidrogénio ou ndo tratadas. Apds 12h e 24 h foi
realizada a eletroforese e a revelacao sob luz U.V. Peso molecular 100 (A); L. (V.)
braziliensis ndo tratadas (B); L. (V.) braziliensis tratadas com 60 pyg/mL do extrato de C.
brasiliense (C); L. (V.) braziliensis tratadas com 12 uL de peréxido de hidrogénio por 6 h
(D), 12h (E) e 24h (F).

O padrdao de alteragcbes morfoloégicas e bioquimicas associadas com a
apoptose celular inclui a formacéo de vacuolos citoplasmaticos, encolhimento e
diminuicdo do contato entre células vizinhas, fragmentacdo da membrana
nuclear, condensacéo de cromatina (MELO et al., 2000), despolarizagéo de
membrana mitocondrial, fragmentacao inter-nucleossomal do DNA e alteragbes
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na assimetria de fosfolipidios de membrana plasméatica (CURTIN et al., 2002).
No entanto, para se afirmar que houve a indugéo de um processo de apoptose
€ necessario que todas as caracteristicas morfologicas e bioquimicas citadas
acima seja observadas, o que requer técnicas mais complexas. Assim, testes
complementares que possibilitem a visualizagdo das outras caracteristicas
bioquimicas e morfologicas de apoptose séo necessarios.

Conclusodes

Por eletroforese em gel de agarose foi possivel demonstrar que 60 yg/mL do
extrato de diclorometano de C. brasiliense induz a fragmentagéo do DNA de
promastigotas de L. (V.) braziliensis. Estes resultados permitem supor que o
mecanismo de morte celular desencadeado pelo extrato é o de apoptose. A
partir disso, é viavel a realizacdo de estudos complementares em busca de
mais informacdes sobre a inducdo dos eventos de apoptose por C. brasiliense
em L. (V.) braziliensis. Técnicas de microscopia eletronica e de identificacéo de
outros marcadores de apoptose deverdo ser realizadas.
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