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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo genica das citocinas IL-12 e IL-10 em
lesdes de camundongos infectados com Leishmania (L.) amazonensis tratados com
6leo essencial de Tetradenia riparia (TrEO) associado a anfotericina B (AmB) ou ao
cetoconazol. As lesdes dos animais infectados com 2x10° parasitos/pL e tratados
com TrEO 60 mg/mL, cetoconazol 40 mg/kg e AmB 5 mg/kg/dia, de forma isolada ou
combinada, e de animais infectados e né&o tratados, foram removidas, maceradas e
0 RNA extraido. A pureza e concentracdo do RNA das amostras foram dosadas em
NanoDrop. Em seguida foi realizado o RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) para deteccdo da expressdo do mRNA das citocinas I1L-10 e IL-12. A
analise semi-quantitativa da expressao foi realizada por densitometria das bandas,
utilizando o software ImageJ. Todas as amostras de RNA apresentaram bons graus
de pureza, variando de 1,83 a 2,04. Foi observado uma variagcdo de 174 ng/mL a
646 ng/mL. Nao foi observada expressdo da IL-10 em nenhum dos grupos
estudados. A IL-12 foi detectada apenas nos grupos tratado com cetoconazol e no
grupo infectado e nao tratado, porém n&do houve diferenca significativa entre a
expressdo nesses grupos. Em conclusao, a expresséao da IL-10 n&o foi estimulada
em nenhum dos grupos no momento avaliado e os tratamentos utilizando TrEO e
AmB tanto administrado individualmente como em combinacao inibiram a expressao
da citocina IL-12, em relacdo ao grupo infectado e n&o tratado.

Introducéo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca de carater infeccioso,
causada por protozoarios do género Leishmania. A LTA acomete a pele e mucosas
e as manifestacdes clinicas que variam de acordo com a espécie, sendo que a
forma cutanea difusa, causada por Leishmania (L.) amazonenses. Embora seja mais
rara, € muito grave. Em relagdo ao tratamento, sdo utilizados como farmacos de
primeira escolha, o antimoniato e anfotericina B, assim como podem usados
farmacos alternativos como o cetoconazol. Porém estes medicamentos apresentam
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diversos efeitos colaterais levando a uma perda na eficacia do tratamento (PAHO,
2018). Dessa forma, torna-se necessaria a busca por novos tratamentos, como
aqueles utilizando plantas medicinais que apresentam menor toxicidade e custos. O
Oleo essencial de Tetradenia riparia (TrEO) possui acdo anti-Leishmania para as
duas formas do parasito, promastigotas e amastigotas, além de uma importante
acao imunomoduladora das respostas Thl e Th2 (DEMARCHI, 2016). A terapia
combinada se torna de grande interesse, uma vez que estudos in vitro com o TrEO
em associacdo com o cetoconazol e anfotericina B mostraram efeitos aditivos e
sinérgicos anti-L. (L.) amazonensis (TERRON, 2017). O objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo génica das citocinas das linhagens celulares Thl e Th2 em
lesdes de camundongos infectados com Leishmania (L.) amazonensis tratados com
6leo essencial de T. riparia associado a AmB ou ao cetoconazol.

Materiais e métodos
Aprovacao pelo comité de ética

Os ensaios realizados no presente projeto foram aprovados conforme CEUA n.
2096250517.

Obtencédo das amostras biologicas

As amostras utilizadas foram obtidas previamente e estavam armazenadas em
Trizol, a - 80°C. Resumidamente, camundongos BALB/c foram infectados na pata
posterior direita com 2 x 10’ promastigotas /mL de L. (L.) amazonensis (LLa). Apés o
aparecimento da lesdo (aprox. 30 dias), foram constituidos sete grupos com dez
animais: G1) tratamento tépico com o TrEO 60 mg/mL; G2) tratamento oral com
cetoconazol 40 mg/kg; G3) animais infectados e nao tratados (controle positivo).
/mL; G4) tratamento oral com cetoconazol 40 mg/kg associado ao TrEO tépico 60
mg; G5) tratamento via intraperitoneal com AmB 5 mg/kg/dia; G6) Tratamento via
intraperitoneal com AmB 5 mg/kg/dia associado ao TrEO 60 pug/mL; G7) animais néo
infectados e nao tratados (controle negativo). O tratamento foi realizado durante 30
dias, sendo o cetoconazol e a AmB administrados uma vez ao dia e o TrEO duas
vezes ao dia. Trés semanas ap0s o0 término do tratamento, os animais foram
eutanaziados e tiveram as lesdes removidas. Essas lesdes foram pesadas e, em
seguida, maceradas e armazenadas em Trizol a — 80 °C.

Expressao de citocinas nas lesbes

O RNA total dos macerados celulares foi obtido com TRIzol® Reagent (Thermo
Fisher Scientific) de acordo com protocolo do fabricante. A concentracdo e a pureza
do RNA foram avaliadas em espectrofotdmetro NanoDropTM Lite. A partir de RNA,
foi sintetizada a primeira fita de cDNA, usando iniciadores Oligo (dT) e SuperScript®
Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, foi realizada uma
RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) semi-quantitativa
guantificando as bandas densitometricamente usando o software IMAGEJ. Cada
gene foi normalizado para GAPDH como controle interno.
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Treze amostras foram selecionadas como representativas dos grupos para analise
de pureza e concentracdo do RNA, para garantir a qualidade das amostras e validar
o0 método de extracdo, foi possivel observar que as amostras apresentaram bons
graus de pureza do RNA, com uma variacdo de 1,83 a 2,04, enquanto a
concentragdo do RNA das mesmas apresentou valores de 174 ng/mL a 646 ng/mL.
A IL-12 foi expressa apenas nos grupos G2 (tratamento oral com cetoconazol 40
mg/kg) e G3 (G3) animais infectados e néo tratados (controle positivo). A expressao
do gene de GAPDH (controle interno) ocorreu em todas as amostras, validando o
teste realizado (figura 1). Nao houve diferenca significativa na expresséo de IL-12
entre os grupos 2 e 3 (dados ndo mostrados).

Resultados e Discussao

Grupos GapdH IL-10 IL-12
G1 |
G2 | |
G3 | |
G4 |
G5 |
G6 |

<IN 0 @ OO

Figura 1 - Expressao de IL-10 e IL-12 pelo método de RT-PCR

Area cinza: houve expressdo de mRNA por RT-PCR; Area hachurada: ndo
houve expressdo de mRNA. G1) tratamento topico com o TrEO 60 mg/mL; G2)
tratamento oral com cetoconazol 40 mg/kg; G3) animais infectados e n&o
tratados (controle positivo). /mL; G4) tratamento oral com cetoconazol 40 mg/kg
associado ao TrEO tépico 60 mg; 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 ug/mL; G7) animais ndo infectados e nao
tratados (controle negativo).

A ativacdo de células da resposta imune celular, como os linfécitos Th1l produtores
de interferon (IFN), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL) como IL-12,
promove a ativacado de macréfagos, estimulando mecanismos microbicidas e morte
do parasito. Ja a resposta do tipo Th2, induz as citocinas IL-10 e IL-4, e é
considerada nao protetora e diretamente relacionada a progressdo da doenca
(Gollob et al. 2014).

DEMARCHI et al (2016) observaram que o TrEO é capaz de induzir um aumento da
expressdo de IL-12 nas primeiras horas de tratamento, bem como a inibicdo da
expressdo de IL-10. Assim, a ndo expressao de IL-10 em nosso trabalho pode ter
ocorrido pela acgéo inibitéria induzida pelo TrEO e AmB sobre os linfocitos TH..
Entretanto, a citocina IL-12 também néo foi expressa nos grupos tratados. Essa
citocina estimula respostas pré-inflamatérias e é produzida precocemente por
macrofagos, durante a fase de processamento antigénico (EBADI et al., 2014).
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Diante disso, a infec¢ao persistente, com a presenca do antigeno pode explicar esse
estimulo no grupo nao tratado. Por outro lado, o efeito leishmanicida do TrEO pode
ter contribuido com a reducdo da infeccdo por L. (L.) amazonensis, e assim ter
reduzido o estimulo da expressao de IL-12 por macréfagos nessa fase. A avaliacdo
da expressao e da producéo dessas citocinas em diferentes tempos de infeccao e
do tratamento podera identificar mais precisamente o mecanismo imunomodulador
do induzido por TrEO durante o tratamento.

Conclusodes

O tratamento da leishmaniose tegumentar causada pela Leishmania (Leishmania)
amazonensis com TrEO associado ou ndo a anfotericina B ou ao cetoconazol ndo
modificou a expressao de IL-10 durante a infeccao e inibiu a expressao de IL-12.
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