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Resumo

Este estudo investigou alteracbes ultraestruturais de formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis apds tratamento
com cinamaldeido. Promastigotas de L. (L.) amazonensis (1x107/mL) foram
tratadas com a cinamaldeido e posteriormente analisadas quanto as
alteracdes morfoldgicas nos parasitos, por microscopia optica comum, apos
0, 4, 6, 8, 24, 48, 72 e 96 h de tratamento e alteracdes nucleares, apos 24 h
de tratamento, por microscopia de fluorescéncia. Alteracfes indicativas de
apoptose foram encontradas, como: encolhimento celular, células
multiflageladas, granulacdes intracelulares, forma arredondada, fragilidade
de membrana, perda da motilidade e condensacdo da cromatina nuclear.
Novos estudos devem ser realizados a fim de confirmar o mecanismo de
acado leishmanicida do cinamaldeido.

Introducéo

As leishmanioses s&o doencas infecciosas, nao contagiosas,
consideradas um grande problema de saude publica. S&do causadas por
diferentes espécies de protozoarios de Leishmania, e acometem 1 a 1,5
milhdes de milhdes de pessoas/ano.

O tratamento € longo (30 dias), com antimoniais pentavalentes, por
via endovenosa, podendo causar efeitos colaterais graves e desconforto ao
paciente, proporcionando altos indices de desisténcia terapéutica, recidiva
da doenca, e resisténcia ao parasito. O cinamaldeido demonstra diversas
atividades antimicrobianas como: atividade antibacteriana (BURU, et al,
2014), antifungica (LORENZETTI, 2011) e indicios de apoptose em células
cancerigenas humanas (CHANG, 2016). Além da sua atividade
leishmanicida para Leishmania (Leishmania) amazonensis (estudos
anteriores ainda nao publicados). Neste contexto, € interessante investigar o
mecanismo de acdo do cinamaldeido, visando seu uso como tratamento
para leishmanioses.
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Materiais e métodos

1. Cultivo de parasitos
Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas em
meio de cultura 199, suplementado com soro bovino fetal, urina humana
estéril, penicilina G e sulfato de estreptomicina a 25°C e pH 7,2. Os parasitos
foram mantidos por subcultivos periédicos.

2. Morfologia celular

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (1x10’/mL) foram
incubadas com cinamaldeido (200 uM) por 0, 4, 6, 8, 24, 48, 72 e 96 h. Foi
realizado o mesmo procedimento para controle néo tratado. As observagoes
foram realizadas em microscopio Floid Cell Imaging Station (Molecular
Probes Life Technology, Carlsbad, CA, USA).

3. Morfologia nuclear

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (1x10’ /mL) foram
tratadas com o cinamaldeido (200 uM) e apés 24h de incubacédo, foram
fixadas com paraformaldeido a 4% durante 10 min, permeabilizadas com
0,2% de Triton X-100 durante 1 min, e coradas com iodeto de propidio (10
mg/mL) durante 2 min. Foi realizado o mesmo procedimento para controle
nao tratado. As observacdes foram realizadas com microscopio de
fluorescéncia Floid Cell Imaging Station.

Resultados e Discussao

Com este estudo investigamos qual o provavel mecanismo de acao
leishmanicida do cinamaldeido, ja que observacbes de alteracdes
ultraestruturais e morfolégicas séo utilizadas para definir mecanismos de
acao de novos compostos e identificar o modo de morte celular.

Observamos que o cinamaldeido promoveu alteragBes morfolégicas
celulares importantes em todos os tempos de incubacéo, principalmente
entre 4 e 72 horas, como o0 aparecimento de granulagdes no interior dos
parasitos, células multiflageladas, fragilidade de membrana, forma
arredondada e encolhimento celular (Figura 1). Ainda foi possivel observar
que os parasitos se acumulavam devido a perda de motilidade, tal fato,
muito provavelmente deva estar envolvido com o mecanismo de agéo
leishmanicida dessa droga, ja que mudancas na motilidade refletem
alteragbes no metabolismo das células. Essas alteragfes sdo sugestivas de
apoptose (PROTO et al., 2013).

Em 96 horas de incubacdo os parasitos recuperaram a motilidade e
formato tradicional (Figura 1), o que pode ser justificado pelo baixo tempo de
meia-vida do cinamaldeido (JI, 2015) e por termos avaliado a concentracao
inibitéria para 50% dos parasitos (ICsp), fazendo com que os parasitos
sobreviventes se multiplicassem e assumissem sua formagéo original.
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Figura 1: Morfologia Celular das promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com
cinamaldeido. Parasitos nao tratados (a, c, €, g, i, k, m) e tratados (b, d, f, h, j, I, n) com 0 h,
4 h,8h,24h,48h, 72 h e 96 h, respectivamente.

Também foi possivel observar que o cinamaldeido promoveu
alteracdes na morfologia nuclear, como diminui¢cdo do nucleo e condensacao
da cromatina (Figura 2), sugestivas de processos apoptoéticos (PROTO et al.,

2013).

Figura 2. Morfologia nuclear, coloracdo com iodeto de propidio. Promastigotas de L. (L.)
amazonensis nao tratadas (a) e tratadas com cinamaldeido por 24h (b).

E esperado que os resultados encontrados na morfologia celular e
nuclear sejam confirmados com os resultados da microscopia eletronica de
transmissao e que novas alteracdes ultraestruturais sejam observadas a fim
de confirmar o provavel mecanismo de agéo leishmanicida do cinamaldeido.
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Conclusodes

O cinamaldeido promoveu alteracdes morfolégicas e estruturais
importantes nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Sendo assim,
novos estudos in vitro sdo importantes para a confirmagcdo do provavel
mecanismo de acgao leishmanicida do cinamaldeido, visando o seu uso para
o tratamento das leishmanioses.
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