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Resumo

O objetivo desse trabalho foi investigar a inducdo de apoptose pelo 6leo essencial
de Tetradenia riparia (TrEO) combinado com anfotericina B (AmB) ou cetoconazol
(CETO) sob promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa). Os
parasitos foram mantidos em meio de cultura 199, suplementado com soro fetal
bovino. A avaliagcdo da inducdo a apoptose foi realizada por meio do teste de
fragmentacdo de DNA. Promastigotas de LLa foram tratadas com TrEO, CETO e
AmB e também com combinacdes destes farmacos, na concentracdo equivalente a
dose letal para 50% dos parasitos (DLsp). Ao final, comparou-se a fragmentagéo de
DNA dos parasitos tratados e néo tradados e do controle de fragmentagcdo. A
dosagem de DNA nas amostras (com Nanodrop) mostrou pureza de 1,44 a 1,98, e
concentragdes de 290 ng/uL a 937,5 ng/yL. As amostras tradadas com TrEO, CETO
e AmB sozinhas ou em combinacdo apresentaram indicios de fragmentacdo do
DNA. Entretanto, o padrédo de corrida dos tratamentos e controle positivo de
fragmentacdo ndo se diferenciaram do controle negativo, indicando uma possivel
limitagdo da técnica. Assim, sd0 necessarios novos estudos, utilizando outros
protocolos ou metodologias a fim de elucidar a ocorréncia do fenébmeno de apoptose
induzida pelo Oleo essencial de T. riparia combinado com anfotericina B ou
cetoconazol em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis.

Introducéo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa causada por
protozoarios do género Leishmania, amplamente distribuida e considerada um
problema de saude publica mundial. A doenca pode acometer a mucosa e pele, de
forma localizada ou difusa, sendo a ultima a forma mais grave causada pela
espécie L. (L.) amazonesis. O tratamento da doencga é realizado por farmacos como
o antimoniato de meglumina e anfotericina B, aléem de farmacos alternativos como o
cetoconazol. Entretanto, estes farmacos apresentam alta toxicidade e uma
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consequente falha terapéutica. (BRASIL, 2021). Diante disso, a pesquisa de
alternativas para um tratamento menos téxico e mais eficaz é importante. A
utilizacdo de plantas medicinais, como o 6leo essencial de Tetradenia riparia
(TrEO), apresentou acédo anti-Leishmania para as duas formas do parasito,
promastigota e amastigota (DEMARCHI, 2015). Além disso, a terapia combinada
entre farmacos também tem se mostrado promissora, como mostram estudos in
vitro utilizando o TrEO em associagdo com o cetoconazol e anfotericina B sugerindo
efeitos aditivos e sinérgicos anti-L. (L.) amazonensis. Entretanto, 0 mecanismo de
acdo dessas combinagfes, que levam a morte dos parasitos, ainda ndo esté claro.
Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia do mecanismo de
apoptose induzida pelo Oleo essencial de T. riparia combinado com anfotericina B
ou cetoconazol para formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Materiais e Métodos
Manutencgéao de culturas

Promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016) foram cultivadas
a 25°C em meio de cultura 199 (Life Technologies, EUA), pH 7,2, suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino (Life Technologies,EUA), 2,2 g/L de NaHCOg3, 0,063
g/L penicilina (Sigma-Aldrich Chemie) e 0,1 g/L sulfato de streptomicina (Sigma
Chemical Co, EUA) e mantidas por repiques semanais.

Estudo dos mecanismos de apoptose

Promastigotas de LLa (1x 10’ parasitos/mL) foram tratadas com a dose letal para
50% dos parasitos (DL50) dos farmacos e suas combinag¢des: G1, tratamento com
TrEO 0,05 pg/mL; G2, tratamento com cetoconazol 15 pg/mL; G3, tratamento com
anfotericina B 0,04 pg/mL; G4, tratamento com TrEO 0,05 pg/mL associado a
cetoconazol 15 pg/mL; G5, tratamento com TrEO 0,05 pg/mL associado a
anfotericina B 0,04 ug/mL e o controle positivo de fragmentacédo (tratamento dos
parasitos com peroxido de hidrogénio). Como controle negativo foi utilizada uma
cultura de parasitos ndo tratados. Todas as culturas foram incubadas por 24 horas, e
em seguida foram centrifugadas e quantificadas com o auxilio de camara de
Neubauer. A viabilidade dos parasitos foi considerada aceitavel entre 40% e 60% de
inibicdo. ApO0s a contagem os parasitos foram colocados em uma solucdo de
digestdo para extracdo do DNA utilizando fenol/cloroformio, e posteriormente a
quantidade de DNA foi dosada por meio do Nanodrop™. Por fim, a revelacdo da
fragmentacao do DNA foi realizada em gel de agarose.

Resultados e Discusséao
Ap6s o0 processo de extracdo, as amostras foram dosadas em Nanodrop™ para a

guantificacdo do DNA total das amostras, tanto integro como fragmentado,
apresentando pureza e concentragdes de acordo com a tabela 1. A eletroforese em
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gel de agarose para a identificagdo da fragmentacdo de DNA mostrou que as
amostras com tratamentos apresentaram indicios de fragmentacdo, o que poderia

indicar que a inducdo de apoptose € um dos mecanismos de acao tanto na
monoterapia como na combinacédo (Figura 1).

Tabela 1 — Pureza e Concentracdo de DNA

Grupos Pureza Concentracdo (ng/ uL)
Controle negativo 1,98 937,5
Controle positivo 1,60 290
TrEO 1,45 392,2
Ceto 1,53 412,1
Anfotericina B 1,44 742,6
TrEO + Cetoconazol 1,64 387,6
TrEO + Anfotericina B 1,59 416,3

Entretanto, a separacdo destes fragmentos em gel de agarose nao mostrou
definicdo. Isto pode estar relacionado a fatores como a concentracdes de agarose e
também com as configuracdes elétricas diferentes no processo da eletroforese,
podendo ser uma limitacdo da técnica (MATASSOV, 2004).
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Figura 1 — Eletroforese em gel agarose

Além disso, também nao foram observados os aspectos caracteristicos do processo
de fragmentacgéo tanto no controle positivo como no negativo, como a banda Unica
no controle negativo, que comprova a integridade do DNA, a banda em aspecto de
escada no controle positivo o0 que confirmaria a fragmentacdo desse material
genético. O fenbmeno observado pode ter ocorrido devido a uma lise descontrolada
e completa do DNA (MATASSOV, 2004). DEMARCHI et al. (2015) mostraram, por
microscopia eletrénica, que o TrEO induz a destruicdo da membrana do parasito,
bem como autofagia, visto que foram observadas alteragcdes estruturais como
intensa vacuolizacdo do citoplasma, formacdo de bolhas na membrana,
condensacdo de cromatina como também fragmentacdo nuclear. O cetoconazol
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induziu inibicdo concentracdo-tempo dependente em LLa, com danos estruturais,
interferéncias na atividade mitocondrial, formacdo de vacuolos autofagicos e
também indugcdo a morte por apoptose, como demonstrado por microscopia
eletrbnica de transmissao (NUNES, 2022). Em Leishmania donovani a anfotericina B
lipossomal alterou inUmeras caracteristicas citoplasméaticas, nucleares e de
membrana, como encolhimento celular, fragmentacdo de DNA e disfuncao
mitocondrial nos parasitos, fatores que podem contribuir para a indugédo de morte
celular semelhante a apoptose (SHADAB, 2017).

Conclusoes

Neste estudo néo foi possivel comprovar a inducdo do mecanismo de morte celular
semelhante a apoptose pelo 6leo essencial de T. riparia combinado com anfotericina
B ou cetoconazol em promastigotas de L. (L.) amazonensis. Indicios desse
mecanismo sdo relatados em outros estudos, portanto, sdo necessarias a aplicacao
de outras técnicas ou metodologias para elucidar estes mecanismos de acdo do
TrEO, AmB, Ceto e suas combinacdes em LLa.
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