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Resumo:  
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associação do óleo essencial 
de Tetradenia riparia (TrEO) e cetoconazol (CETO) ou anfotericina B (AmB) 
no tratamento de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com 
Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa). Amostras de baço e gânglio 
dos animais tratados com TrEO 60 mg/mL, CETO 40 mg/kg e AmB 5 
mg/kg/dia de forma isolada ou combinada, e de animais infectados e não 
tratados, foram maceradas e o DNA extraído. A pureza e concentração do 
DNA das amostras foi avaliada em NanoDrop e Qubit, respectivamente. A 
carga parasitária desses órgãos foi avaliada de forma semi-quantitativa por 
meio da densitometria das bandas obtidas pela reação em cadeia da 
polimerase (PCR), com o software ImageJ. A maioria das amostras 
apresentou um bom grau de pureza do DNA, com valores entre 1,8 e 1,94, e 
a concentração de DNA variou entre 8,2 ng/mL e 334 ng/mL. As análises 
revelaram a presença de DNA de Leishmania apenas em amostras de 
gânglio dos grupos infectados e não tratados, tratados somente com CETO, 
ou CETO +TrEO, não havendo diferença significativa entre a porcentagem 
de DNA dessas amostras. Os resultados indicam que esquemas de 
tratamento com TrEO e AmB sozinhos ou em combinação podem ser 
promissores para a terapia da LTA. Entretanto, outros parâmetros devem ser 
avaliados para confirmar a eficácia desses tratamentos. 
 
Introdução  
 
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecciosa, 
negligenciada, endêmica no território brasileiro, e causada por diferentes 
espécies de protozoários do gênero Leishmania sp. A LTA pode afetar a 
pele e mucosas de forma localizada ou difusa. A forma difusa, embora rara é 



 

 

a mais grave e é causada pela espécie Leishmania (L.) amazonensis 
(BRASIL, 2017). 
O tratamento da LTA é realizado com os antimoniais pentavalentes ou 
anfotericina B, que apresentam sérios efeitos colaterais e toxicidade, além 
da necessidade de ambiente ambulatorial para sua administração. Assim, a 
adesão ao tratamento pode ser baixa, diminuindo sua eficácia, o que torna 
necessária a busca por alternativas terapêuticas (BRASIL, 2017; GOTO e 
LINDOSO, 2010). As plantas e os produtos naturais são uma alternativa 
terapêutica, devido com menor toxicidade e menores custos. O óleo 
essencial de Tetradenia riparia mostrou atividade anti-Leishmania tanto para 
formas promastigota como amastigota destes parasitos (DEMARCHI et al, 
2015). A proposta de combinação da terapia com o óleo essencial de T. 
riparia e fármacos já usados pode se tornar um tratamento promissor para a 
LTA, com maiores taxas de cura, redução dos efeitos adversos e do tempo 
de tratamento (BERBERT et al, 2018). Assim, o objetivo deste estudo foi 
investigar o efeito do tratamento com o óleo essencial de Tetradenia riparia 
associado ao cetoconazol ou à anfotericina B em camundongos infectados 
com Leishmania (L.) amazonensis. 
 
Materiais e métodos  
 
Foram usadas amostras obtidas em projeto anterior (aprovação conforme 
CEUA 2096250517). Resumidamente, camundongos BALB/c foram 
infectados na pata posterior direita com 2 x 107 promastigotas /mL de LLa. 
Após o aparecimento da lesão (aprox. 30 dias), foram constituídos seis 
grupos com 10 animais: G1) tratamento tópico com o TrEO 60 mg/mL; G2) 
tratamento oral com cetoconazol 40 mg/kg; G3) animais infectados e não 
tratados (controle positivo); G4) tratamento oral com cetoconazol 40 mg/kg 
associado ao TrEO tópico 60 mg/mL; G5) tratamento via intraperitoneal com 
anfotericina B 5 mg/kg/dia; G6) tratamento via intraperitoneal com 
anfotericina B, 5 mg/kg/dia associado ao TrEO 60 μg/mL. O tratamento foi 
realizado durante 30 dias, sendo o cetoconazol e anfotericina B 
administrados uma vez ao dia e o TrEO duas vezes ao dia. Três semanas 
após o término do tratamento, os animais foram eutanaziados e tiveram o 
linfonodo poplíteo regional e o baço retirados. Esses órgãos foram pesados 
e, em seguida, macerados e armazenados em tampão ACD a – 30 °C. 
O DNA das amostras de macerados de linfonodos e baços, dos 
camundongos, foram extraídos de 25 mg de tecido com solução GT. A 
pureza e concentração de DNA foi avaliada em Nanodrop e Quibit, 
respectivamente. Após, analisou-se a presença ou a ausência de DNA de 
LLa nas amostras pela reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os 
iniciadores Lrib F/R (167pb). As amostras positivas foram avaliadas de forma 
semi-quantitativa por meio da densitometria das bandas usando o software 
ImageJ. Os dados de densidade foram normalizados utilizando um controle 
positivo puro de DNA de LLa. Para controle interno da reação foi utilizado o 
gene GAPDH, constitutivo de camundongos. 



 

 

Para análise estatística foi realizado o teste de análise de variância de 
Kruskal-Wallis, sendo considerados significativos os valores de p<0,05. 
 
Resultados e Discussão  
 
Ao todo 30 amostras, sendo elas de baço e gânglio, foram estudadas. 
Dessas, 12 amostras (4 de baço e 8 de gânglio) foram selecionadas como 
representativas dos grupos, para a dosagem de pureza e concentração de 
DNA em NanoDrop e Qubit, respectivamente. Essa triagem foi realizada com 
o objetivo de validar o método de extração, garantindo a qualidade dessas 
amostras para posterior realização do PCR convencional e também do PCR 
em tempo real. A maioria das amostras apresentaram um bom grau de 
pureza de DNA, com valores entre 1,8 e 1,94, já a concentração de DNA 
variou entre 8,2 ng/mL e 334 ng/mL. 
A PCR revelou que as amostras obtidas do baço foram negativas para a 
presença de DNA de Leishmania em todos os grupos, indicando que não 
houve visceralização da infecção (Fig. 1). No caso das amostras de gânglio, 
apenas três foram positivas para presença de DNA de Leishmania: G2ᵇ, 
G3ᵇ, G4ᵇ, sendo elas amostras representativas dos grupos de animais 
tratados com Cetoconazol, não tratadas e do grupo cetoconazol + TrEO. A 
densitometria das bandas indicou uma carga parasitária correspondente a 
92,7%, 83% e 77% de DNA de Leishmania, respectivamente (Fig. 1).  
 

 
 

Figura1.  Análise da carga parasitária de baço e gânglio por meio da reação em cadeia da 
polimerase e densitometria das bandas. PM: Peso Molecular (PM) e logo em seguida o 

C+Leish: Controle Positivo de Leishmania (com 167pb). (ᵃ) amostras de baço, (ᵇ) amostras 
de gânglio. (*) Valores da densitometria e percentual (%) de suas respectivas bandas. 

 
 
Não houve diferença significativa entre a carga parasitaria dessas amostras, 
indicando que tanto o tratamento com CETO sozinho ou em combinação 
com TrEO não tiveram efeito. Entretanto, a redução do percentual da carga 



 

 

parasitária observada no grupo G4ᵇ indica que pode haver uma interação na 
utilização da combinação desses fármacos, corroborando com os resultados 
in vitro, de TERRON, 2017, que mostrou uma ação sinérgica dessa 
combinação contra LLa. Esse mesmo estudo também mostrou um 
sinergismo na combinação de TrEO e Amb, que não pudemos comprovar 
nessa avaliação. A positividade para o gene GAPDH, usado como controle 
interno, foi observada em todas as amostras validando o teste realizado. 
 
Conclusões   
 
Os resultados indicaram o potencial da terapia individual ou combinada com 
TrEO e AmB para o tratamento da LTA. Entretanto, outros parâmetros como 
análise histológica, tamanho e volume das lesões, devem ser analisadas em 
conjunto com a carga parasitária para confirmar a eficácia desses 
tratamentos. 
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